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O Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma patologia complexa que está associada a 
processos autoimunes, fatores ambientais e genéticos. Estudos indicam que os 
genes de susceptibilidade ao DM1 estão relacionados com o aumento da resposta 
imune. O Cromossomo 2q33 parece estar envolvido em doenças autoimunes e inclui 
o gene do Antígeno 4 Associado Ao Linfócito T Citotóxico – CTLA-4, o qual regula a 
função e atividade dos linfócitos T. Polimorfismos neste gene foram associados com 
DM1 em várias populações. O presente estudo é caracterizado como caso-controle, 
realizado em uma população Brasileira adulta, onde foi avaliado a associação dos 
polimorfismos rs231775 e rs5792909 no gene CTLA-4 com DM1. As correlações da 
variabilidade genética com os marcadores bioquímicos também foram analisadas. 
Estes polimorfismos foram genotipados em 143 pacientes com DM1 com diagnóstico 
após 18 anos e 150 indivíduos saudáveis, utilizando a metodologia de PCR-RFLP 
(rs5792909) e a sondas fluorescentes TaqMan® (rs231775) para a genotipagem. O 
projeto teve aprovação do comitê de ética da UFPR (CAAE: 01038112.0.0000.0102). 
Os polimorfismos em estudo estavam no equilíbrio de Hardy-Weinberg. Não foi 
observada a diferença de frequência genotípica e alélica entre os grupos analisados. 
A frequência do alelo G (95%IC) do polimorfismo rs231775 foi de 37,4% (32-43%) e 
39,3% (34-45%); e para o alelo T do polimorfismo rs5792909 foi de 5,7% (3-8%) e 
2,8% (1-5%), em indivíduos com DM1 e grupo controle, respectivamente, Os 
polimorfismos estudados no gene CTLA-4 não foram associados ao DM1 na 
população Sul brasileira adulta.  
 



















Type 1 Diabetes mellitus (T1D) is a complex pathology that is associated with 
autoimmune processes, environmental and genetic factors. Studies related that the 
genes susceptible to T1D are related to the high immune response. The 2q33 
chromosome appears to be involved in autoimmune diseases and includes the 
Antigen 4 Associated with the Cytotoxic T Lymphocyte Gene - CTLA-4, which 
regulates the function and activity of T lymphocytes. Polymorphisms in this gene 
have been associated with T1D in various populations. The present study was 
performed as a case-control in an adult Brazilian population, which was genotyping 
rs231775 and rs5792909 polymorphisms in the CTLA-4 gene and analyzed with T1D. 
Correlations of genetic variability with biochemical markers also analyzed. These 
polymorphisms were genotyped in 143 patients with T1D diagnosed after 18 years 
and 150 healthy adults by PCR - RFLP (rs5792909) and TaqMan® fluorescence 
probes (rs231775). The ethics committee of UFPR approved this project (CAAE: 
01038112.0.0000.0102). The polymorphisms under study were in the Hardy-
Weinberg equilibrium. The genotypic and allelic frequency were not different between 
the studied groups. The frequency of the G allele (95% CI) of the rs231775 
polymorphism was 37.4% (32-43%) and 39.3% (34-45%); and for the T allele of the 
polymorphism rs5792909 was 5.7% (3-8%) and 2.8% (1-5%), for T1D patients and 
control group, respectively. Both polymorphisms studied in the CTLA-4 gene were 
not associated with T1D in the adult Southern Brazilian population. 
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O Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) constitui a forma mais prevalente de 
diabetes em crianças e jovens adultos.Resulta da destruição autoimune das ilhotas 
pancreáticas produtoras de insulina dirigida pelas células T CD4+ e CD8+ em 
indivíduos geneticamente susceptíveis (BLUESTONE; HEROLD; EISENBARTH, 
2010; TODD, 2010; ATKINSON; EISENBARTH; MICHELS, 2014), resultando em 
hiperglicemia e suas complicações relacionadas (DONAGHUE et al., 2009). 
Existe um componete genético forte na patogênese do DM1, evidenciado 
por seu agrupamento em famílias e pelas contribuições de diversas variantes 
gênicas de suscetibilidade à patogênese (DAVIES et al., 1994; TODD et al., 2007; 
CONCANNON; RICH; NEPOM, 2009). Pode-se citar o locus do antígeno 
leucocitário humano (HLA), em particular a região de classe II (DR e DQ), o qual 
contribui com 40 a 50% do agrupamento familiar do DM1 (JULIER et al., 1991; 
DAVIES et al., 1994; AL-JENAIDI et al., 2005); e os vários loci de susceptibilidade 
não HLA, mapeados por varredura do genoma (COX et al., 2001; TODD et al., 
2007) ou pela abordagem de genes candidatos (JULIER et al., 1991; UEDA et al., 
2003; BOTTINI et al., 2004). Entre as variantes genéticas incluem-se as localizadas 
na região promotora do gene que codifica a insulina, que aparentemente modulam 
a tolerância imunológica pelo controle da expansão do pool de células autoreativas 
(PUGLIESE; MICELI, 2002), e a glicoproteína transmembrana coestimulatória 
antígeno 4 do linfócito T citotóxico (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 - CTLA-4), que 
possui papel central na regulação da imunidade destas células (CARRENO et al., 
2000; WELLS et al., 2001; VAIDYA; PEARCE, 2004). 
Variantes polimórficas no gene CTLA-4 foram associadas ao DM1 
primeiramente em uma população Italiana (NISTICO et al., 1996), e 
posteriormente, através de estudos do tipo caso-controle desenvolvidos com 
famílias (UEDA et al., 2003; VAIDYA; PEARCE, 2004; KAVVOURA; IOANNIDIS, 
2005; DOUROUDIS et al., 2009). Estas associações foram detectadas em 
diferentes grupos étnicos (MARRON et al., 1997; TURPEINEN et al., 2003; 
DOUROUDIS et al., 2009), e parecem ser seletivas para as populações 
Caucasianas (UEDA et al., 2003; TODD et al., 2007; CONCANNON et al., 2009) e 
estar ausente em populações não Caucasianas (KOSMACZEWSKA et al., 2001; 
BANIASADI et al., 2006; CAPUTO et al., 2007; BALIC et al., 2009; JUNG et al., 
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2009). Um estudo realizado envolvendo 2.300 famílias com pares de irmãos 
afetados pelo DM1 demonstrou que entre os 24 polimorfismos de nucleotídeo único 
(SNPs) genotipados no gene CTLA-4, apenas os polimorfismos +49A/G (rs231775) 
e CT60A/G (rs3087243) foram constantes entre as combinações haplotípicas 
analisadas (QU et al., 2009). 
Outro SNP foi determinado na posição -318 da região promotora, embora 
este polimorfismo não afete a sequência na região reguladora do promotor 
(HEWARD et al., 1998), foi demonstrado que o -318CT está associado a uma 
maior atividade promotora na expressão desta molécula e, consequentemente, um 
maior controle para a atividade imunológica exagerada (WANG et al., 2002). 
No presente estudo, foi investigado a associação de duas variantes 






1.1.1 Objetivo geral 
 
Avaliar a associação entre a variabilidade genética de sítios 
polimórficos no gene CTLA-4 com DM1 e correlacionar e biomarcadores séricos 
em uma população adulta de Euro-Brasileiros. 
 
1.1.2 Objetivos específicos 
 
 Quantificar os biomarcadores de controle glicêmico, perfil lipídico, 
função renal e função hepática em indivíduos saudáveis (controle) e 
portadores de DM1; 
 
 Genotipar os polimorfismos rs231775 e rs5742909 do gene CTLA-4 
em em indivíduos saudáveis (controle) e portadores de DM1; 
 
 Determinar as frequências genotípicas e alélicas dos polimorfismos 
rs231775 e rs5742909 do gene CTLA-4; 
 
 Associar as variações genéticas identificadas nos grupos estudados 




2. REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1  DIABETES MELLITUS 
 
O Diabetes mellitus (DM) é um grupo de doenças metabólicas 
caracterizadas por hiperglicemia e associadas a complicações, disfunções e 
insuficiência de vários órgãos e tecidos, especialmente olhos, rins, nervos, cérebro, 
coração e vasos sanguíneos (SBD, 2017). Pode resultar de defeitos de secreção 
e/ou ação da insulina envolvendo processos patogênicos específicos, por exemplo, 
destruição das células β pancreáticas, resistência à ação da insulina, distúrbios da 
sua secreção, entre outros (ADA, 2019b). 
Como a classificação do diabetes é feita de acordo com sua etiologia, 
termos como “diabetes insulinodependente” e “diabetes insulinoindependente” não 
devem mais ser utilizados. Foram adotadas pela OMS (WHO, 2016) e ADA  quatro 
classes clínicas: Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) - subclasses 1A e 1B, Diabetes 
mellitus tipo 2 (DM2), Diabetes mellitus gestacional (DMG) e outros tipos mais 
específicos (SBD, 2017; ADA, 2019b).  
Na história natural do DM, alterações fisiopatológicas estão presentes 
antes que os valores glicêmicos atinjam concentrações supranormais, condição na 
qual os valores glicêmicos estão acima dos valores de referência, mas ainda 
abaixo dos valores diagnósticos de DM, denomina-se este estado como pré-
diabetes (ADA, 2019b). Na maioria dos casos de pré-diabetes, a doença é 
assintomática e o diagnóstico deve ser feito com base nos exames laboratoriais. 
Mesmo o DM estando presente do ponto de vista laboratorial, seu diagnóstico 
clínico pode tardar pelo fato de a doença ser oligossintomática em grande parte 
dos casos. Dessa forma o rastreamento clínico na presença dos fatores de risco  é 
muito importante (SBD, 2017). 
As categorias de tolerância à glicose têm sido definidas utilizando-se como 
critério a glicemia plasmática, tanto pelo valor da glicemia em jejum ou pelo valor 
da glicemia após 2 horas de ingesta de solução anidra (teste de tolerância oral à 
glicose). Utiliza-se também como critério complementar a dosagem de 




  Glicemia em jejum (ausência de ingesta calórica durante período mínimo de 
8 horas) ≥ 126 mg/dL (7,0 mmol/l); 
  Glicemia 2 horas após ingestão de 75 g de glicose anidra dissolvida em 
água ≥ 200 mg/dL (11,1 mmol/l);  
  Hemoglobina glicada (HbA1c) ≥ 6,5%. A determinação da HbA1c deve 
realizada pelo método padronizado pelo Diabetes Control and Complications 
Trial (DCCT) (GRANT et al., 2009) e certificado pelo National 
Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP);  
  Glicemia aleatória ≥ 200 mg/dL (11,1 mmol/l) em paciente com sintomas 
clássicos de hiperglicemia (poliúria, polidipsia, perda de peso) ou em crise 
hiperglicêmica.  
A confirmação do diagnóstico de DM requer repetição dos exames 
laboratoriais alterados, sendo ideal repetir o mesmo exame alterado em segunda 
amostra de sangue, na ausência de sintomas inequívocos de hiperglicemia. 
Pacientes com sintomas clássicos de hiperglicemia, tais como poliúria, polidipsia, 
polifagia e emagrecimento, devem ser submetidos à dosagem de glicemia ao 
acaso e independente do jejum, não havendo necessidade de confirmação por 
meio de segunda dosagem caso se verifique glicemia aleatória ≥ 200 mg/dL (SBD, 
2017(SBD, 2017; ADA, 2019a). 
Os critérios diagnósticos para DM1 são semelhantes aos utilizados no 
DM2. No primeiro caso, porém, a sintomatologia é mais evidente que no segundo 
caso (SBD, 2017), uma vez que costumam apresentar concentrações de glicose 
sanguínea marcadamente elevada, sendo que um terço dos indivíduos DM1 são 
diagnosticados com cetoacidose severa (DABELEA; REWERS; et al., 2014). 
Contudo, como a progressão da disglicemia pode ser rápida em pacientes com 
DM1, a HbA1c é menos sensível para o diagnóstico do que às dosagens de 
glicemia em jejum ou glicemia estimulada (ADA, 2019a). Como o DM1 é uma 
doença autoimune, pode ser detectado pela presenta de auto-anticorpos contra as 
ilhotas pancreáticas. Mais de 90% dos indivíduos com DM1 recém diagnosticados 
possuem um ou mais auto-anticorpos, como os auto-anticorpos contra as ilhotas 
(islet cell autoantibodies – ICA), autoanticorpos contra a insulina (insulin 
autoantibodies - IAA), autoanticorpos contra ácido glutâmico descarboxilase 
(glutamic acid decarboxylase - GAD65) e autoanticorpos anti-tirosina fosfatase IA2 
(insulinoma-associated autoantigen 2 - IA2A) (ATKINSON; EISENBARTH; 
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MICHELS, 2014; KATSAROU et al., 2017). Embora se acredite que o DM1 seja 
tipicamente diagnosticado durante a infância, estudos estimam que 
aproximadamente metade de todos os novos casos diagnosticados de DM1 ocorre 
na fase adulta quando os indivíduos encontram-se entre os 20 e 30 anos de idade 
(MOLBAK et al., 1994; VANDEWALLE; COECKELBERGHS; et al., 1997; 
VANDEWALLE; FALORNI; et al., 1997; THUNANDER et al., 2008). Cerca de 5 a 
15% dos adultos diagnosticados com DM2 podem ter DM1 com auto-anticorpos de 
ilhotas presentes (ATKINSON; EISENBARTH; MICHELS, 2014). Assim, o 
paradigma tradicional de que o DM1 ocorre apenas na infância e o DM2 apenas na 
fase adulta não é mais acurado, ambas as doenças ocorrem em ambos os grupos 
de idade (ADA, 2019a).  
Tem sido a presença de auto-anticorpos que tem permitido distinguir o 
DM1, LADA e o DM2 (GUELHO; PAIVA; CARVALHEIRO, 2013). Os anticorpos 
anti-insulina, constituem um marcador específico do DM1, pela sua raridade em 
adultos. Doentes com múltiplos anticorpos identificados ou elevados títulos de 
anticorpos anti-GAD, apresentam uma aproximação gradual às características 
fenotípicas do DM1 – menor idade ao diagnóstico, menor concentração de 
peptídeo C, maior probabilidade de necessitar de insulina exógena, bem como 
maior probabilidade de associação de outros processos autoimunes (HARRISON, 
2001). Os Acs anti-GAD e Acs anti-IA-2 constituem 60% dos auto-anticorpos anti-
ilhotas pancreáticas identificados em pessoas com DM1; sugerindo a existência de 
outros antígenos ainda não caracterizados (SEISSLER et al., 1998). 
Aproximadamente 50% das pessoas com DM1 sem auto-anticorpos identificados 
são portadores de alelos de alto risco, alertando para a presença de auto-
imunidade atualmente indetetável apenas pela pesquisa de anticorpos. Ao longo 
dos anos identificou-se a reatividade das células T às múltiplas proteínas das 
ilhotas. A presença de células T reativas correlaciona-se diretamente com a 
disfunção pancreática. Estas identificam os indivíduos com maior lesão da célula β 
(HEROLD et al., 2009). 
Estima-se que cerca de 425 milhões de pessoas em todo o mundo, ou 
8,8% dos adultos entre 20 e 79 anos, tenham diabetes. Cerca de 79% vivem em 
países de baixa e média renda. O número de pessoas com diabetes aumenta para 
451 milhões se a idade for ampliada para 18-99 anos. Se essas tendências 
continuarem, em 2045, 693 milhões de pessoas entre 18 e 99 anos, ou 629 
22 
 
milhões de pessoas entre 20 e 79 anos, terão diabetes. O Brasil é o país da 
América Central e do Sul que apresenta o maior número de pessoas com DM 
(12,5, 11,4-13,5 milhões) (IDF, 2017a). 
O DM1 constitui uma das doenças crônicas mais comuns em crianças 
(ZYLKE; DEANGELIS, 2007). Existem 1,1 milhão de crianças e adolescentes com 
DM1 no mundo e no Brasil anualmente 9,6 novos casos ocorrem entre jovens com 
idades entre 0-19 anos (IDF, 2017a). O DM1 contribui para 98% do DM em 
crianças nas faixas etária entre 0-10 anos de idade 87% dos casos entre 11-19 
anos de idade (DABELEA; MAYER-DAVIS; et al., 2014; MAYER-DAVIS; 
DABELEA; LAWRENCE, 2017).  
Muitos estudos revelam uma variação pronunciada da tendência da 
incidência de DM1 com a idade. O DM1 na infância tem uma incidência aumentada 
com a idade e atinge seu pico entre 10 à 14 anos de idade (XIA et al., 2019), com 
apenas limitada inconsitência de estudos (WOJCIK et al., 2015; FERNANDEZ-
RAMOS et al., 2017; SHALTOUT et al., 2017) relatando uma incidência entre 5 à 9 
anos de idade. Por outro lado, a incidência de DM1 diminui após os 14 anos de 
idade, e tal tendência de declínio persiste na idade adulta (DIAZ-VALENCIA; 
BOUGNERES; VALLERON, 2015).  
Grandes diferenças na incidência de DM1 foram relatadas em diferentes 
grupos étnicos e geográficos em todo o mundo. Um grande estudo do projeto 
DIAMOND mostrou uma grande variação na incidência de DM1 entre as 
populações, variando de 0,1 por 100.000/ano na China e Venezuela; até oposto 
com média de 40,9 casos por 100.000/ano na Finlândia (MEDICINE, D. P. G. J. D., 
2006; MEDICINE, N.-S. S. I. J. N. E. J. O., 2009; IDF, 2017b). Estas diferenças 
significativas na prevalência de DM1 em muitas populações diferentes em todo o 
mundo podem ser devido a fatores ambientais aos quais essas populações estão 
expostas e/ou fatores genéticos, assim como diferenças étnicas entre as 
populações estudadas (HUBER et al., 2008).  
Globalmente, está havendo aumento da incidência e prevalência do DM1, 
com um aumento na incidência de aproximadamente 2-3% por ano (MAAHS et al., 
2010; MAYER-DAVIS; DABELEA; LAWRENCE, 2017). O Brasil ocupa o terceiro 
lugar no mundo em prevalência de DM1 em crianças e adolescentes, estima-se o 
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país possua mais de 30 mil portadores de DM1 com menos de 20 anos de idade 
(IDF, 2017b). 
 
2.2. DIABETES MELLITUS TIPO 1 
 
O Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doença autoimune caracterizada 
pela inflamação crônica das ilhotas pancreáticas de Langerhans (BACH, 1994; 
TISCH; MCDEVITT, 1996; EISENBARTH, 2004; ANDERSON; BLUESTONE, 
2005). A inflamação das ilhotas é tipicamente marcada por infiltração de efetores 
imunes adaptativos e inatos. A insulite progride ao longo do tempo e quando uma 
quantidade suficiente de massa de células β se torna não funcional e/ou destruída, 
os níveis hiperglicêmicos são atingidos e o diabetes clínico é estabelecido. Os 
mecanismos imunes que medeiam a auto-imunidade das células β são 
heterogêneos, como refletido pela natureza do infiltrado das ilhotas e pela idade do 
início clínico (FERREIRA-HERMOSILLO; MOLINA-AYALA, 2015). No entanto, o 
DM1 é geralmente visto como uma doença autoimune induzida por células T, o tipo 
mais prevalente e agressivo de DM1, o que se desenvolve em crianças e 
adolescentes (CLARK; KROGER; TISCH, 2017). Um subtipo de DM1 células T 
independente, no entanto também pode existir, mas acredita-se ser amplamente 
mediado por efetores imunes inatos (IN'T VELD, 2011; SKOG et al., 2013).  
A positividade de auto-anticorpos é o primeiro sinal detectável de uma 
resposta autoimune em curso (VAN BELLE; COPPIETERS; VON HERRATH, 
2011); embora não se acredite que os auto-anticorpos sejam os fatores causadores 
da patogênese do DM1 (GAN; ALBANESE-O'NEILL; HALLER, 2012). 
Resumidamente, para o desenvolvimento da resposta imune do DM1 existem três 
pré-requisitos: 1º) Ativação de células linfocitárias T; 2º) Infiltrado inflamatório; e 3º) 
Falha na regulação da resposta imune (WALLBERG; COOKE, 2013) (Figura 1). 
Uma injúria desencadeante de reação auto-imune irá sinalizar às células β 
pancreáticas a liberação de auto-antígenos intracelulares (moléculas pró-insulina); 
que serão atraídos por células apresentadoras de antígenos (APCs) nos gânglios 
linfáticos. Este complexo celular (APC - INSULINA) é transferido por drenagem 
para o tecido do pâncreas. Sendo assim, o infiltrado imunológico local sinaliza a 
ação reativa dos linfócitos T e B (GILLESPIE, 2006). Linfócitos B são 
apresentados, por intermédio de receptores de IgM ou IgD, aos antígenos 
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intracelulares. Por co-estimulação das células linfocitárias T auxiliares Th1 e Th2, 
os linfócitos B são transformados em plasmócitos secretores de IgG. Assim ocorre 
a formação dos auto-anticorpos pela primeira vez (fase de soro conversão) 
(FERREIRA-HERMOSILLO; MOLINA-AYALA, 2015). 
 
FIGURA 1. MECANISMO DE RESPOSTA AUTOIMUNE A PARTIR DA ATIVAÇÃO 
DAS CÉLULAS LINFOCITÁRIAS T. 
 
 
Desenvolvimento da resposta autoimune: Interação no interior do linfonodo pancreático 
das células apresentadoras de antígeno na cor amarela – APCS - com o auto-antígeno 
(insulina) na cor vermelha. Neste local ocorre a primeira sensibilização do linfócito T – 
célula azul. Através de drenagem linfática, este infiltrado imunológico se instala no 
tecido do pâncreas para desenvolver resposta reativa com a posterior destruição do 
agente agressor, neste caso, células ꞵ pancreáticas produtoras de insulina (células 
verdes).  
Fonte: Adaptado de FIFE, BLUESTONE (2008). 
 
Além disso, a proliferação e migração de células auxiliares TCD8+ no 
pâncreas induzem a geração de uma segunda onda de destruição das células β 
pancreáticas e este ataque envolve perforinas, fator de necrose tumoral alfa (TNF-
α) e Interferon gama (IFN-γ) causando o fenômeno conhecido como pseudoatrofia 
com presença de infiltrado inflamatório. Mais uma vez, mais antígenos 
intracelulares são liberados para os gânglios linfáticos e as especificidades dos 
linfócitos B e T (fenômeno de dispersão epitópica – falha na regulação imunológica) 
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são aumentadas, causando mais destruição (FERREIRA-HERMOSILLO; MOLINA-
AYALA, 2015). Neste ponto, a resposta atenuante dos linfócitos T regulatórios 
diminui o ataque por um curto período de tempo, durante o qual uma breve fase de 
proliferação de células β pancreáticas (favorecida paradoxalmente pelo ambiente 
favorável ocasionado por citocinas locais) se desenvolve. Este período é 
clinicamente conhecido como uma "lua de mel" e, eventualmente, resulta em 
autoimunidade (FERREIRA-HERMOSILLO; MOLINA-AYALA, 2015). 
Os eventos que resultam na perda de tolerância específica para as células β 
e inflamação crônica das ilhotas são complexos, e influenciados por fatores 
genéticos e ambientais (VAN BELLE; COPPIETERS; VON HERRATH, 2011; 
ATKINSON, 2012; KATSAROU et al., 2017). 
O DM1 é poligênico, com mais de 20 loci genéticos Diabetes mellitus 
insulino dependentes (insulin-dependent diabetes mellitus - IDDM) identificados e 
associados ao risco aumentado ou diminuído de DM1 (POCIOT; MCDERMOTT, 
2002; CONCANNON et al., 2005; BARRETT et al., 2009; POCIOT et al., 2010; 
NOBLE; ERLICH, 2012; ONENGUT-GUMUSCU et al., 2015). A associação 
genética mais forte é com o locus do antígeno leucocitário humano (IDDM1), em 
particularmente o haplótipo das classes I e II, consistente com o papel chave para 
as células T no DM1 (SINGAL; BLAJCHMAN, 1973; NERUP et al., 1974). Vários 
genes que regulam a imunobiologia das células T, B e imunidade inata também 
estão ligados ao DM1, assim como as variantes genéticas intrínsecas às células β, 
que afetam de maneira deletéria a função das células β e/ou as respostas à 
inflamação (NISTICO et al., 1996; MORAHAN et al., 2001; FIELD et al., 2002; 
UEDA et al., 2003; BOTTINI et al., 2004; SMYTH et al., 2004; DOOLEY et al., 
2016). 
A identidade e o papel dos fatores ambientais no DM1 são pouco 
compreendidos. A hipótese mais comum é que as infecções microbianas iniciam 
e/ou exacerbam a inflamação das ilhotas em indivíduos geneticamente suscetíveis 
(FILIPPI; VON HERRATH, 2008; OP DE BEECK; EIZIRIK, 2016). Por exemplo, o 
DM1 está associado a enterovírus como o coxsackievirus B1 (SCHULTE et al., 
2010; LAITINEN et al., 2014; OIKARINEN et al., 2014; RICHARDSON et al., 2014; 
LIN et al., 2015). A infecção viral das células β pode resultar em citólise direta e/ou 
provocar inflamação local que inicia e/ou conduz à auto-imunidade (YLIPAASTO et 
al., 2004; DOTTA et al., 2007; KROGVOLD et al., 2015). A microbiota intestinal 
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também tem um profundo efeito regulador na auto-imunidade das células β 
(VAARALA; ATKINSON; NEU, 2008; KNIP; SILJANDER, 2016). No rato diabético 
não obeso (nonobese diabetic - NOD), um modelo espontâneo de DM1, a 
destruição de células β pode ser promovida ou evitada por alterações na 
composição da microbiota intestinal (WEN et al., 2008; MARKLE et al., 2013). Aqui, 
pensa-se que os componentes e metabolitos bacterianos afetam a activação e/ou o 
estado de diferenciação dos efectores imunitários inatos e adaptativos. Estudos 
longitudinais de indivíduos em risco também indicam um papel para a microbiota 
intestinal em indivíduos humanos com DM1 (DE GOFFAU et al., 2013; 
ENDESFELDER et al., 2014; KOSTIC et al., 2015). 
Os eventos relacionados à célula T que impulsionam a inflamação crônica 
das ilhotas em DM1 resultam da desregulação da tolerância central e periférica, 
alterações no processamento do auto-antígeno e respostas de células β 
modificadas (Figura 2). 
A geração de um repertório de recetor de células T (TCR) autorreativo na 
periferia é estabelecido em parte por seleção negativa ineficiente de timócitos 
(células T em desenvolvimento no timo) anti-auto-simples positivos (SP) no timo 
(KLEIN et al., 2014; TAKABA; TAKAYANAGI, 2017). No início da ontogenia, a 
seleção negativa é relaxada, resultando em maior fuga de anti-auto-SP (GUERAU-
DE-ARELLANO et al., 2009; HE et al., 2013; KROGER; WANG; TISCH, 2016). 
Esta diminuição temporal na seleção negativa e sobrevida dos tipos de clones 
células β específicos podem ajudar a explicar a predominância de Início do DM1 na 
infância. Com o tempo, mudanças na organização estrutural do timo e maturação 
das células apresentadoras de antígenos (APCs) tímicos leva a uma seleção 
negativa mais eficiente e aumento da morte de SP autorreativa (HE et al., 2013). 
Os principais mediadores da seleção negativa são as células epiteliais 
tímicas medulares (medullary thymic epithelial cells - mTEC) e as células 
dendríticas (dendritic cells - DC). Notadamente, a expressão de mTEC e 
apresentação de vários antígenos específicos de tecido (tissue-specific antigens - 
TSA) (DERBINSKI et al., 2001; ANDERSON et al., 2002; LISTON et al., 2003; 
ANDERSON; SU, 2016). O reconhecimento de complexos MHC-auto-peptídicos 
com aumentada avidez/afinidade resulta em elevada sinalização TCR e apoptose 
de SP. A desregulação da seleção negativa gera um conjunto de células T 
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autoreativas na periferia apresentando maior avidez/afinidade e provavelmente um 
aumentado potencial patológico. 
FIGURA 2. DESREGULAÇÃO TÍMICA E EVENTOS PERIFÉRICOS QUE 
CULMINAM NA INFLAMÇÃO CRÔNICA DE ILHOTAS. 
 
 
Geralmente o diabetes manifesto resulta da perda gradual da função das células β 
produtoras de insulina devido à um ambiente inflamatório dirigido pela infiltração de células 
T autorreativas e células apresentadoras de antígenos (antigen-presenting cell – APC). 
Embora os clones de células T específicos para células β sejam detectados tanto nos 
indivíduos susceptíveis saudáveis como nos indivíduos DM1, um número grande de outros 
fatores promovem o desenvolvimento do DM1 nos pacientes. Pode-se citar a eficiência 
diminuída de seleção negativa no timo devido à expressão alterada de antígenos tecido 
específico ou devido à sinalização de receptores de células T (T cell receptor - TCR), 
permitindo o aumento do escape de clones de células T específicas para células β para a 
periferia. Adicionalmente, o desenvolvimento de células T regulatórias (T reg) Foxp3+ 
subotimizado devido à desregulação na sinalização dos TCR. Na periferia, células T são 
estimuladas nos nódulos linfáticos pancreáticos (pancreatic lymph nodes - pLN) pelas 
células APCs derivadas das ilhotas levando à diferenciação das células T efetoras (effector 
T cell - Teff). Estas células Teff patogênicas então infiltram-se nas ilhotas e conduzem à 
inflamação levando à redução da função e/ou sobrevivência das células β. Nem todas as 
ilhotas são potencialmente infiltradas devido a um fenótipo imaturo e reduzido de auto-
antígenos de células β. A inflamação das ilhotas em curso também leva à geração de neo-
autoantígenos diretamente nas células β ou durante o processamento do antígeno pela 
APC. A apresentação de auto-antígenos promove a ativação e expansão de pools 
adicionais de Teff. Esses eventos amplificam e conduzem um estado crônico de 
inflamação das ilhotas levando a uma massa celular β funcional comprometida e ao início 
clínico do DM1. 
Fonte: Adaptado de CLARK, KROGER, TISCH (2017). 
 
Fatores tanto intrínsecos como extrínsecos influenciam a eficiência da 
seleção negativa aos timócitos e foram associados ao desenvolvimento de células 
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T específicas para células β e DM1. Entre os fatores intrínsecos relatados em ratos 
NOD incluem a redução da sensibilidade do SP à apoptose e alteração da 
diferenciação dos timócitos duplo posistivo (DP) para SP (KISHIMOTO; SPRENT, 
2001; LISTON et al., 2004; ZUCCHELLI et al., 2005; MINGUENEAU et al., 2012). 
Em humanos, a sinalização TCR necessária para conduzir a apoptose das SP 
específicas de célula β pode ser limitada por uma variante do gene que codifica a 
proteína tirosina fosfatase não-receptora 22 (protein tyrosine phosphatase non-
receptor 22 - PTPN22) e que foi associada ao DM1 (BOTTINI et al., 2004; SMYTH 
et al., 2004). PTPN22 é um regulador negativo da sinalização TCR, e a elevada 
atividade de fosfatase da PTPN22 parece reduzir a força de sinalização do TCR e 
diminui a indução de apoptose em SP (VANG et al., 2005). Uma atividade 
aumentada PTPN22 também pode limitar o desenvolvimento tímico de células T 
CD4+ regulatórias específicas para células β que expressam FoxP3+ (Treg FoxP3+), 
que é dependente de reconhecimento de auto-peptídeos com alta avidez/afinidade. 
Entre os fatores extrínsecos nos timócitos que impactam na seleção negativa 
incluem a expressão aberrante de TSA (antígenos tecido específicos) na medula. A 
importância da expressão e apresentação de TSA tímica é evidenciada em ratos e 
humanos deficentes do regulador do fator de transcrição auto-imunidade 
(transcription factor autoimmune regulator - AIRE) (ABRAMSON; HUSEBYE, 2016; 
ANDERSON; SU, 2016). A falta de AIRE, o qual dirige a expressão de TSA 
selecionados pelas células epiteliais tímicas (mTEC), resulta em seleção negativa 
tímica ineficiente e desenvolvimento reduzido de Treg Foxp3+ tecido específico, 
resultando na auto-imunidade de múltiplos órgãos em camundongos (ZUKLYS et 
al., 2000; RAMSEY et al., 2002; ARICHA et al., 2011; LEI et al., 2011; YANG et al., 
2015). De maneira similar a expressão e função aberrante de AIRE em humanos 
resulta no desenvolvimento de candidíase poliendócrina autoimune e displasia 
ectodérmica (autoimmune polyendorinology candidiasis and ectodermal dysplasia - 
APECD), na qual uma variedade de órgãos são alvos das células T, e notadamente 
um subgrupo de pacientes APCED desenvolvem DM1 (FINNISH-GERMAN, 1997; 
NAGAMINE et al., 1997; VIGLIETTA et al., 2002). 
Vale ressaltar que células T específicas para células β circulantes são 
detectadas em indivíduos saudáveis, provavelmente refletindo em parte a eficiência 
reduzida da seleção negativa tímica no início da ontogenia. No entanto, o fenótipo 
de células T específicas para células β circulantes é distinto em pacientes com 
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DM1 quando comparado com os indivíduos saudáveis andamento (VIGLIETTA et 
al., 2002; ARIF et al., 2004; MONTI et al., 2007; VELTHUIS et al., 2010; LUCE et 
al., 2011; SKOWERA et al., 2015). O primeiro exibe principalmente um fenótipo 
efetor/memória e expressão de citocinas pró-inflamatórias compatíveis com auto-
imunidade de células β em andamento (VIGLIETTA et al., 2002; ARIF et al., 2004; 
MONTI et al., 2007; LUCE et al., 2011; SKOWERA et al., 2015). Estes achados 
indicam que, além do repertório do TCR, outros fatores contribuem para a 
diferenciação e expansão de células T efetores (Teff) diabetogênicas (CLARK; 
KROGER; TISCH, 2017). 
O início da inflamação nas ilhotas tanto em camundongos NOD como em 
humanos é mal definido. Em camundongos NOD, acredita-se que o 
remodelamento pancreático logo após o nascimento desempenhe um papel 
fundamental no início da resposta diabetogênica (FINEGOOD; SCAGLIA; 
BONNER-WEIR, 1995; ST-ONGE; WEHR; GRUSS, 1999). O remodelamento do 
pâncreas resulta em uma onda de apoptose de células β e liberação de antígenos 
que são endocitados por macrófagos residentes e DC (GAGNERAULT et al., 
2002). Estas APC então se encaminham para os gânglios linfáticos pancreáticos 
(pLN) drenantes para ativar (prime) as células T específicas de células β e 
promover a diferenciação das Teff (TURLEY et al., 2003; ROTONDI et al., 2007). 
Uma vez estabelecidas, as Teff migram para as ilhotas e medeiam a inflamação 
(RHODE et al., 2005; ROTONDI et al., 2007; SARKAR et al., 2012).  
Acredita-se que mudanças na composição da microbiota intestinal no início 
da ontogênese também parece desempenhar um papel fundamental na regulação 
da diferenciação das Teff tanto em ratos como em seres humanos. A liberação 
sistêmica de produtos derivados da microbiota pode ativar as APCs que, por sua 
vez, ativam as células T específicas de células β, fornecendo um "gatilho 
ambiental" para incitar o desenvolvimento de DM1 (KNIP; SILJANDER, 2016). 
 Ambas as células T CD4+ e CD8+ são requeridas para a destruição eficiente 
das células β em camundongos NOD (CHRISTIANSON; SHULTZ; LEITER, 1993). 
As células T CD8+ de ilhotas primariamente medeiam a destruição das células β 
por uma interação cognata envolvendo perforina e morte mediada por granzima B e 
morte ligante mediada Fas-Fas (ROEP, 2003; PANG et al., 2009). Por outro lado, 
as células T CD4+ das ilhotas conduzem a destruição das células β de maneira 
imparcial através da secreção de citocinas pró-inflamatórias. As células T CD4+ e 
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CD8+ também são detectadas em ilhotas de indivíduos diabéticos, células T CD8+ 
frequentemente predominantes (ROEP, 2003; COPPIETERS et al., 2012). Diversos 
auto-antígenos de células β são reconhecidos pelas células T infiltrantes de ilhotas, 
e um número destes é similarmente direcionado nas respostas diabetogênicas em 
humanos e ratos, incluindo o ácido glutâmico descarboxilase 65, pró-insulina, 
cadeia β da insulina, antígeno 2 de ilhotas e relacionado à subunidade catalítica da 
proteína glicose-6-fosfatase específica de ilhotas (MALLONE; BREZAR; BOITARD, 
2011). 
 A maioria das células T CD4+ e CD8+ infiltrantes de ilhotas de camundongos 
NOD e indivíduos DM1 exibem um fenótipo efetor de células T auxiliares 1 (Th1), 
marcado pela secreção de IFNγ (WALKER; VON HERRATH, 2016). Um aumento 
de células Th17 são observadas nas ilhotas de camundongos NOD e nos nódulos 
linfáticos pancreáticos (pLN) de indivíduos DM1 (FERRARO et al., 2011; KURIYA 
et al., 2013; WALKER; VON HERRATH, 2016). O papel das células Th17 na 
mediação da inflamação nas ilhotas, no entanto, é mal definido. Acredita-se que 
concentrações locais elevadas de IFNγ estabeleçam uma alça de alimentação 
positiva que dirige a patologia das ilhotas. Estudos baseados em camundongos 
NOD, mostram que a secreção de IFNγ pelas céluls T efetores CD4+ (e CD8+) de 
ilhotas resulta na regulação local positiva de sinais quimiostáticos que induzem a 
migração para as ilhotas de células adicionais T, B e inatas, bem como a retenção 
destes efetores nas ilhotas (MARTIN et al., 2016; WALKER; VON HERRATH, 
2016). IFNγ também ativa as APCs residentes de ilhotas e células estromais para 
elevar a produção de mediadores inflamatórios adicionais, tais como espécies 
reativas de oxigênio, os quais prejudicam o funcionamento das células β, a função 
e medeiam sua necrose (YOON; JUN; SANTAMARIA, 1998; CNOP et al., 2005; 
PANG et al., 2009). Além disso, o IFNγ no contexto de IL-1β e TNFα induz 
apoptose das células β (YOON; JUN; SANTAMARIA, 1998; CNOP et al., 2005). 
 Acredita-se que defeitos intrínsecos nas células Teff também possam 
facilitar a inflamação crônica nas ilhotas. Variantes do gene CTLA-4 estão ligadas à 
susceptibilidade ao DM1 em humanos (IDDM12) e em camundongos NOD (Idd5.1) 
(NISTICO et al., 1996; ANJOS, S. et al., 2002). CTLA-4 se liga às moléculas 
coestimulatórias CD80 e CD86 expressas nas APCs, é um regulador negativo da 
ativação e proliferação das células T (UEDA et al., 2003). Polimorfismos na região 
do gene CTLA-4 humano estão associados à redução dos níveis de RNAm e uma 
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diminuição na expressão das isoformas solúveis de CTLA-4 (sCTLA-4) (NISTICO 
et al., 1996; ANJOS, S. et al., 2002; UEDA et al., 2003). sCTLA-4 também regula 
negativamente a sinalização TCR. Acredita-se que o efeito da redução da 
expressão de CTLA-4 e sCTLA-4 facilitaria a expansão de células T específicas de 
células β (NISTICO et al., 1996; ANJOS, S. et al., 2002; UEDA et al., 2003). Este 
cenário é consistente com a auto-imunidade exacerbada contra as células β 
observada em camundongos NOD expressando um transgene TCR diabetogênico 
e com falta de expressão de CTLA-4 (LUHDER et al., 2000). As células Teff 
derivadas de indivíduos DM1 e camundongos NOD exibem também sensibilidade 
reduzida para a supressão mediada por células Treg Foxp3+ (D'ALISE et al., 2008; 
SCHNEIDER, A. et al., 2008). Em suma, o culminar de uma variedade fatores 
extrínsecos e intrínsecos permitem que as células Teff se expandam, persistam e, 
por sua vez, amplifiquem a inflamação na ilhota. 
Além das células Teff serem resistentes aos mecanismos regulatórios que 
limitam sua expansão e função, evidências indicam que o pool de células Treg 
Foxp3+ está comprometido no DM1 (TANG et al., 2008; XUFRE et al., 2013). 
Acredita-se que a desregulação da homeostase das células Treg Foxp3+ permita a 
diferenciação preferencial e expansão das células Teff patogênicas β-específicas. 
As células Treg Foxp3+ tem um papel essencial na regulação homeostase imune e 
reatividade ao próprio (BRUNKOW et al., 2001; WILDIN; SMYK-PEARSON; 
FILIPOVICH, 2002; FONTENOT; GAVIN; RUDENSKY, 2003; COLLISON et al., 
2010). A falta de desenvolvimento tímico das células Treg Foxp3+ devido à 
expressão ou função deficiente do fator de transcrição FoxP3, resulta em auto-
imunidade sistêmica em ratos e humanos. As células Treg Foxp3+ medeiam a 
supressão das células T e outros efetores imunes através de múltiplos 
mecanismos, incluindo a supressão dependente de contato celular e secreção de 
citocinas anti-inflamatórias (IL-10, TGFβ1 e IL-35) e mediadores (adenosina) 
(VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008). As células Treg Foxp3+ também 
funcionam como um “depósito” de IL-2 para privar as células Teff de IL-2 
necessária para expansão (VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008). Este último 
é mediado pela expressão constitutiva de CD25, a subunidade α do receptor de   
IL-2 (IL-2R) (VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008). Portanto, as células Treg 
Foxp3+ expressando IL-2R de alta afinidade são capazes de competir com as 
células Teff por IL-2 que transitoriamente expressam IL-2R de alta afinidade.  
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Concentrações aumentadas de citocinas pró-inflamatórias, como IFNγ e IL-6, 
que regulam negativamente a expressão de FoxP3+ também podem promover a 
desdiferenciação das células Treg Foxp3+ de ilhotas em um subconjunto de células 
simalres às Teff (BAILEY-BUCKTROUT; BLUESTONE, 2011; LU; BARBI; PAN, 
2017). Estes eventos levam a uma perda progressiva da supressão pelas células 
Treg Foxp3+ nas ilhotas liberando assim os “freios” e favorecendo a expansão 
patogênica das células Teff. A frequência encontrada de células Treg Foxp3+ no 
sangue de indivíduos com DM1 largamente não afetada (BRUSKO, T. M. et al., 
2005; LINDLEY et al., 2005; BRUSKO, T. et al., 2007; HASEDA et al., 2013; RYBA-
STANISLAWOWSKA et al., 2014). Contudo, células Treg Foxp3+ de indivíduos com 
DM1 exibem função supressora reduzida in vitro (D'ALISE et al., 2008; 
SCHNEIDER, A. et al., 2008). Esta atividade aberrante é correlacionada com 
variantes no gene IL2RA (CD25) e no gene PTPN22 de risco para o DM1. A IL-2 é 
essencial para a homeostasia, expansão e função das células Treg Foxp3+ 
(VIGNALI; COLLISON; WORKMAN, 2008). Ao contrário das células T 
convencionais, as células Treg Foxp3+ não produzem IL-2 devido a regulação 
negativa mediada por FoxP3+ da transcrição de IL2. Portanto, as células Treg 
Foxp3+ são dependentes de células T e DC como fontes de IL-2 (VIGNALI; 
COLLISON; WORKMAN, 2008). Acredita-se que esta dependência seja importante 
para permitir que células Treg Foxp3+ percebam prontamente e respondam à 
inflamação. PTPN22 é uma fosfatase envolvida na sinalização através do IL-2R 
(HULME et al., 2012). Notavelmente, as células Treg Foxp3+ que expressam estas 
variantes genéticas exibem sinalização reduzida através do IL-2R, que por sua vez, 
correlaciona-se com atividade supressora limitada (GARG et al., 2012; HULME et 
al., 2012). Defeitos na sinalização via IL-2R levaram estudos clínicos a testar se 
baixas doses terapêuticas de IL-2 aumentaria o pool das células Treg Foxp3+ em 
indivíduos com DM1 (HULME et al., 2012; HARTEMANN et al., 2013). Esta 
abordagem foi eficaz na prenveção e ou reverção do diabetes em camundongos 
NOD pelo aumento do número e função das células Treg Foxp3+ nas ilhotas 
(GRINBERG-BLEYER et al., 2010; HULME et al., 2012). Uma questão chave não 
abordada foi a especificidade das células Treg Foxp3+ em indivíduos com DM1. 
Redução do desenvolvimento tímico das células Treg Foxp3+ específicas de 
células β, como discutido acima, seria esperado para limitar os efeitos “anti-
diabetogênicos” do pool periférico das células Treg Foxp3+. 
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 Descobertas recentes demonstraram que o ambiente pró-inflamatório das 
ilhotas promove o processamento de “neo-autoantigens” (ROEP et al., 2016). É 
importante ressaltar que esses neoautoantígenos só são encontrados na periferia 
nos tipos de clones de células T correspondentes que não foram deletados no timo 
e, que possivelmente expressam TCR de alta afinidade, e podem ser recrutados 
para a resposta inflamatória. Neo-autoantígenos são gerados via modificações pós-
traducionais (posttranslational modifications - PTM), tais como desamidação pela 
transglutaminase tecidual (tissue transglutaminase - tTG) (ROEP et al., 2016). A 
PTM pode ocorrer durante o processamento do antígeno pelas APCs ou 
diretamente nas células β (MCLAUGHLIN et al., 2016). Desamidação dependente 
de tTG de um peptídeo C da pró-insulina por exemplo, é detectado tanto em DCs 
humanas e em ilhotas sob condições inflamatórias (MCLAUGHLIN et al., 2016). 
Notavelmente, o peptídeo modificado resultante é reconhecido pelas células T 
CD4+ derivadas de indivíduos com DM1. A ligação ao MHC e as propriedades 
estimuladoras das células T do peptídeo podem também ser melhorados por 
desamidação (VAN LUMMEL et al., 2014). 
Neo-autoantígenos constituídos por peptídeos híbridos foram recentemente 
identificados. Em camundongos NOD, peptídeos híbridos de insulina são gerados 
através de ligação covalente (crosslinking) do peptídeo de proinsulina C com 
peptídeo derivados de produtos de clivagem que ocorrem naturalmente produzidos 
nos grânulos secretores nas células β (DELONG et al., 2016). Além da inflamação 
em curso, a PTM ocorre por meio do estresse do retículo endoplasmático que pode 
ser induzido nas células β por meio de demandas fisiológicas normais associadas 
aos altos níveis de secreção de insulina (PHELPS et al., 2016). Portanto, é possível 
que os neo-autoantígenos das células β além de amplificarem a inflamação, 
desempenhem um papel na iniciação da resposta diabetogênica. Neo-
autoantígenos também são gerados à nível transcricional. Mutação na fase de 
leitura do mRNA da insulina gera um neo-autoantígeno que estimula células T 
CD8+ de indivíduos com DM1, causando lise de células β in vitro (KRACHT et al., 
2017). O splicing alternativo do RNA pode ser outro mecanismo que leva à 
expressão de neo-autoantígenos, particularmente porque ~ 30% dos genes das 
células β inflamadas sofrem splicing alternativo aberrante (EIZIRIK et al., 2012). Em 
suma, os neo-autoantígenos das células β servem como alvos genuínos das 
células T CD4+ e CD8+ patogênicas. A variedade do peptidoma dos neo-
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autoantígenos produzidos e apresentados, e as propriedades das células T 
específicas para os neo-autoantígenos, em termos de frequência, avidez/afinidade, 
fenótipo dos subgrupos (por exemplo, patogênico versus regulatório) e contribuição 
global para a inflamação de ilhotas requerem investigação adicional. 
 E finalmente, estudos mostram que propriedades intrínsecas das células β 
também influenciam a inflamação das células β. Por exemplo, a CXCL10 é 
produzidas pelas células β, embora o papel desta quimiocina na doença seja 
controverso (YOSHIMATSU et al., 2017). CXCL10 regula a migração das células 
Teff e Treg Foxp3+ que expressam CXCR3 para as ilhotas (RHODE et al., 2005; 
ROTONDI et al., 2007; TANAKA et al., 2009; SARKAR et al., 2012). A 
superexpressão de CXCL10 nas células β acelera a progressão do DM1 e o 
bloqueio da CXCL10 por anticorpo impede a migração das células Teff para as 
ilhotas de camundongos NOD (RHODE et al., 2005; ROTONDI et al., 2007; 
TANAKA et al., 2009; SARKAR et al., 2012). Por outro lado, a deficiência de 
CXCR3 acelera o DM1 através da redução das células Treg Foxp3+ residentes de 
ilhotas (HOMANN, 2015; TAN; MATHIS; BENOIST, 2016) (162, 163). Portanto, 
dependendo do contexto, as células β podem afetar os eventos inflamatórios e 
imunorregulatórios por meio da produção da CXCL10. A quimiocina CCL2 também 
é secretada pelas células β e a superexpressão ectópica de CCL2 recruta DCs que 
expressam CCR2 tolerogênicas e bloqueiam a progressão do DM1 em 
camundongos NOD (KRIEGEL; RATHINAM; FLAVELL, 2012). Curiosamente, 
APCs de camundongos NOD mostram migração defeituosa em resposta à CCL2, e 
pacientes com DM1 possuem concentrações séricas reduzidas de CCL2 (BOUMA 
et al., 2005; GUAN et al., 2011; KRIEGEL; RATHINAM; FLAVELL, 2012). Além 
disso, as células β produzem CXCL1 e CXCL2 que recrutam neutrófilos que 
expressam CXCR2 nas ilhotas, que contribuem para o estímulo da reatividade das 
células T células β específicas (DIANA; LEHUEN, 2014; CITRO; CANTARELLI; 
PIEMONTI, 2015). Em geral, os sinais quimiotáticos produzidos pelas células β 
regulam a progressão da resposta diabetogênica.  
 Juntamente com quimiocinas, as células β secretam a citocina IL-1β, que em 
baixas concentrações promove a proliferação de células β e aumenta a produção 
de CCL2, CXCL1, CXCL2 e insulina (MAEDLER et al., 2002; CARDOZO et al., 
2003). No entanto, a IL-1β também estimula a inflamação mediada pelos efetores 
leucocitários, e a IL-1β no contexto do TNFα, e/ou IFN-γ induz apoptose das 
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células β in vitro (CNOP et al., 2005; YOON; JUN, 2005). Notavelmente, as células 
α secretoras de glucagon também produzem IL-1β indicando que outras células 
endócrinas residentes nas ilhotas também podem contribuir para a inflamação local 
(CARDOZO et al., 2003; ANQUETIL et al., 2017). A inflamação das ilhotas também 
induz a regulação positiva do MHC de classe I e II nas células β para aumentar 
ainda mais a imunogenicidade das células β (THOMAS et al., 1998). Curiosamente, 
uma subpopulação de células β foi identificada, que sob condições inflamatórias 
adquire resistência à destruição imunomediada em camundongos NOD (RUI et al., 
2017). Esta última está associada a um fenótipo de célula β mais imatura acoplado 
com expressão reduzida de auto-antígenos e regulação positiva de moléculas 
imunomoduladoras, como PD-L1, um indutor de exaustão de células T. Um 
fenótipo similar é observado para as células β humanas (RUI et al., 2017). 
Portanto, as células β não apenas contribuem para a inflamação das ilhotas mas se 
adaptam sob as condições inflamatórias a fim de persistir. Uma melhor 
compreensão dos eventos que regulam essa dicotomia tem implicações 
importantes para o tratamento de pacientes com DM1 através de estratégias de 
substituição de células β, por exemplo. 
 
2.3. SUSCETIBILIDADE GENÉTICA DO DM1 
 
A suscetibilidade ao DM1 é influenciada por fatores genéticos e a 
importância dos determinantes de risco hereditários é demonstrada pelo 
agrupamento da doença nas famílias. O risco de diabetes entre parentes de 
primeiro grau de indivíduos diabéticos é de 5 a 6%. Além disso, a taxa de 
concordância para a doença é muito maior entre os gêmeos monozigóticos do que 
para os gêmeos dizigóticos. Embora esta observação seja indicativa de uma 
grande contribuição genética para o risco de doença, a taxa de concordância 
relativamente baixa entre gêmeos idênticos sugere que os genes de 
susceptibilidade têm baixa penetrância; ou seja, nem todos os indivíduos 
geneticamente “em risco” de DM1 desenvolverão a doença (KELLY et al., 2003). 
A predisposição genética para DM1 é amplamente determinada pelos 
genes do antígeno leucocitário humano (HLA); no entanto, mais de 50 outras 
regiões genéticas conferem suscetibilidade. Um indivíduo portador de genótipo 
HLA de elevada predisposição para o DM1 contabiliza um risco absoluto de apenas 
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5% para desenvolver a doença até os 15 anos de idade. Esse risco quadruplica na 
presença de história familiar de DM1, sugerindo o efeito aditivo de outros genes 
(FROHNER et al., 2016). 
Os três principais loci não-HLA estabelecidos no DM1 são: o número 
variável de frequências repetidas (VNTR) do gene da insulina, o gene do antígeno 
4 do linfócito T citotóxico (cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 – CTLA-4) e 
o gene da tirosina fosfatase não-receptora 22 (protein tyrosine phosphatase 
nonreceptor-type 22 - PTPN22) (SILVA, M. E.; MORY; DAVINI, 2008). 
Como um elemento importante da genética, o polimorfismo de nucleotídeo 
único (SNP) tem sido alvo de muitas doenças autoimunes, e inclui sequências de 
codificação de genes, regiões de genes não codificantes e regiões intergênicas. Ao 
alterar a expressão de determinadas proteínas um polimorfismo pode influenciar o 
desenvolvimento de doenças (BEHRENS, 2011; FOUSTERI; LIOSSIS; 
BATTAGLIA, 2013). 
Sendo o DM1 um distúrbio autoimune causado pela destruição mediada 
por linfócitos T às células β pancreáticas (“insulite”), uma vez estabelecida a insulite 
esta pode ser detectada indiretamente na triagem do soro para autoanticorpos de 
antígenos de ilhotas. Mas a especificidade deste ataque autoimune também pode 
ser atribuída a polimorfismos em alelos específicos do complexo de 
histocompatibilidade (MHC) humano de classe II. Essa alteração genética é 
descrita também em genes não-MHC; que estão associados com um amplo 
espectro de defeitos na tolerância imunológica em indivíduos com DM1 
(GOTTUMUKKALA et al., 2012).  
No desenvolvimento clássico do DM1 na juventude, acredita-se que os 
fatores de risco genéticos contribuem para os diferentes estágios do 
desenvolvimento da doença. As variantes genéticas associadas ao diagnóstico de 
DM1 podem diferir (em parte ou inteiramente) das variantes associadas à 
positividade de autoanticorpos. Além disso, variantes genéticas diferentes ou 
sobrepostas podem acelerar o declínio da função das células β (ROBERTSON; 
RICH, 2018). 
Além disso, outro fator que pode contribuir para a variação das taxas de 
incidência do DM1 é a diferença étnica de genes a qual poderia refletir importância 





2.3.1. ANTÍGENO 4 ASSOCIADO AO LINFÓCITO T CITOTÓXICO (CTLA-4) 
 
O antígeno 4 associado ao linfócito T citotóxico (CTLA-4) é um regulador 
negativo da ativação de células T que desempenha um papel importante na 
tolerância periférica e na prevenção de doença autoimune por inibição da ativação 
das células T (TEFT; KIRCHHOF; MADRENAS, 2006; WALKER; SANSOM, 2011). 
O gene CTLA-4, também conhecido como CD152, é composto por três 
íntrons e quatro éxons os quais codificam uma glicoproteína transmembrana com 
223 aminoácidos (BRUNET et al., 1987; DARIAVACH et al., 1988). Os domínios 
são divididos em: éxon 1 que codifica o peptídeo sinal, éxon 2 que codifica o 
domínio extracelular, éxon 3 que codifica o domínio transmembrana e éxon 4 que 
codifica o domínio intracelular (BRUNET et al., 1987; LING et al., 1999) (Figura 3). 
A região extracelular é caracterizada por um único domínio (éxon 2) similar às 
imunoglobulinas (Igs) e contém um motivo MYPPPY, que é crítico para a ligação 
aos receptores CD80 e CD86, além de um sítio de dimerização (SCHWARTZ et al., 
2001; VIJAYAKRISHNAN et al., 2004; TEFT; KIRCHHOF; MADRENAS, 2006). O 
motivo MYPPPY está localizado na cauda citoplasmática de 36 aminoácidos 
desprovida de atividade enzimática intrínseca, mas que se mostrou essencial para 
a transendocitose e para a cascata de ciclagem de CTLA-4 (LO et al., 2015; 
WALKER; SANSOM, 2015).  
CTLA-4 é uma proteína altamente endocítica, permanecendo em sua maior 
parte dentro de vesículas intracelulares de transporte. Semelhante a CD28, CTLA-4 
forma homodímeros (SCHWARTZ et al., 2001) e não sofre alterações 
conformacionais depois de ligada nos seus ligantes (DARLINGTON et al., 2005).  
A proteína CTLA-4 existe em duas isoformas, a solúvel (sCTLA-4) e de 
comprimento total (flCTLA-4) (Figura 3). A forma solúvel de CTLA-4 (sCTLA-4) é 
gerada por splincing alternativo do RNAm. O RNAm que codifica sCTLA-4 consiste 
em 3 éxons: éxon 1 codifica um peptídeo sinal, éxon 2 domínio de ligação ao 
ligante e éxon 4 que é a cauda citoplasmática, mas ele não possui o éxon 3 
responsável por codificar o domínio transmembrana (OAKS; HALLETT, 2000; 
OAKS et al., 2000; HUURMAN et al., 2007). O transcrito processado produz uma 
forma solúvel de CTLA-4 com 23 kDa. Esta forma protéica de CTLA-4 tem uma 
cauda citoplasmática única, que é característica de sCTLA-4, composta por 22 
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aminoácidos, portanto, 12 aminoácidos mais curta que a forma completa de  
fCTLA-4. sCTLA-4 não possui o resíduo de cisteína na posição 120 e é expressa 
como um monômero (OAKS; HALLETT, 2000; OAKS et al., 2000; HUURMAN et 
al., 2007).  
 
FIGURA 3. REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DAS ISOFORMAS DA 
PROTEÍNA  CTLA-4. 
 
Geração do RNAm completo de CTLA-4 e sCTLA-4. O transcrito completo de CTLA-4 
consiste em 4 éxons: éxon 1, 2, 3 e 4, enquanto que o transcrito de sCTLA-4 consiste em 
apenas 3 éxons: éxon 1, 2 e 4 gerados por RNAm alternativamente processado. O 
resultado do splicing alternativo é a deleção de 110 pb correspondente a todo o domínio 
transmembrana da molécula CTLA-4 e à mutação dentro do domínio citoplasmático de 
sCTLA-4.  
Fonte: Adaptado de SIMONE, SEVERINO (2009). 
 
CTLA-4 é um gene que pode ser expresso por células T CD4+ e CD8+ 
(HEGEL et al., 2009).  Mas não é expresso na superfície de células T efetoras em 
repouso, sendo constitutivamente, expresso pelas células Treg (TEFT; KIRCHHOF; 
MADRENAS, 2006; WALKER; SANSOM, 2011). O RNAm de CTLA-4 em células T 
é detectado dentro de 1 hora após o acionamento do receptor de células T (TCR) 
por células APCs, com incidência de picos em torno de 24-36 horas após a 
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estimulação por autoantígenos- APCs (TEFT; KIRCHHOF; MADRENAS, 2006). Já 
a expressão protéica de CTLA-4 na superfície celular das células T é detectável 24-
48 horas após a ativação dessas células (WALUNAS et al., 1994; TEFT; 
KIRCHHOF; MADRENAS, 2006). A expressão de CTLA-4 nas células B humanas 
tem sido discutida de forma controversa, uma vez que, Kuehn e colaboradores 
(2014) detectaram CTLA-4 na superfície das células B CD19+ ativadas após 
estimulação com anticorpo anti-CD3 e anti-CD28. Outros estudos não detectaram 
nenhuma molécula de CTLA-4 na superfície de quaisquer células B CD19+. 
(SCHUBERT et al., 2014). No entanto, expressão transciente de CTLA-4 em 
células B induzida por ativação dependente de células T foram relatadas em um 
estudo murino (QUANDT et al., 2007).  
Os produtos transcritos de sCTLA-4 foram detectados nos gânglios 
linfáticos, baço, subgrupos CD4+ e CD8+ de células T, linfócitos B (OAKS et al., 
2000), e em monócitos (LIU, M. F. et al., 2003). Esta forma protéica não foi 
detectada em tecidos não linfóides como a adrenal, cérebro, olhos, coração, rim, 
fígado, pulmão, ovário, pâncreas, glândula salivar, vesículas seminais, músculo 
esquelético, testículos e tireóide (OAKS et al., 2000). Uma análise de distribuição 
dos trasncritos da forma solúvel e completa de CTLA-4 entre os subconjuntos de 
células T CD4+ e CD8+ demonstrou que as células CD4+ expressam ambos os 
transcritos em mesmo nível, enquanto as células CD8+ parecem expressar 
aproximadamente 2,5 vezes mais transcrito CTLA-4 completo do que o sCTLA-4 
(OAKS; HALLETT, 2000; OAKS et al., 2000; HUURMAN et al., 2007). Baixas 
concentrações séricas de sCTLA-4 foram detectadas em soro humano normal 
(BRUNET et al., 1987; DARIAVACH et al., 1988; LAFAGE-POCHITALOFF et al., 
1990; OAKS; HALLETT, 2000; OAKS et al., 2000; WANG, X. B.; GISCOMBE, R.; et 
al., 2002; LIU, M. F. et al., 2003; BERGHOLDT et al., 2005; HUURMAN et al., 2007; 
SAVERINO et al., 2007).  
Após a interação do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) com 
o receptor TCR, a ativação eficiente das células T requer sinais co-estimulatórios 
positivos de CD28 (ALEGRE; FRAUWIRTH; THOMPSON, 2001; GAUD; 
LESOURNE; LOVE, 2018). Enquanto CD28 é constitutivamente expresso nas 
células T, a proteína CTLA-4 localiza-se primariamente no compartimento 
intracelular (LINSLEY et al., 1996; SANSOM, 2015). CD28 liga-se ao receptor 
CD80 (também conhecido como B7-1) e ao receptor CD86 (também conhecido 
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como B7-2), que são expressos na superfície de células apresentadoras de 
antígenos (APCs) (ALEGRE; FRAUWIRTH; THOMPSON, 2001). Como resultado 
da sinalização de CD28, ocorre produção de citocinas, incluindo aumento da IL-2 
nas células T, e a sobrevivência das células T é promovida pela indução da 
molécula anti-apoptótica linfoma de células B-Xl (B cell-lymphoma XL– BCL-XL) 
(ALEGRE; FRAUWIRTH; THOMPSON, 2001; SHARPE; FREEMAN, 2002). Após a 
ligação de CD28 e ativação de células T o número de receptores TCRs é regulado 
negativamente pela sua internalização e degradação (VALITUTTI et al., 1997), e o 
limiar de ativação de células T é reduzido (ALEGRE; FRAUWIRTH; THOMPSON, 
2001). Isso é necessário para que as células T produzam citocinas e proliferem 
efetivamente (ALEGRE; FRAUWIRTH; THOMPSON, 2001; SHARPE; FREEMAN, 
2002). 
Como CD28, a proteína CTLA-4 forma homodímeros e liga-se às 
moléculas B7  do tipo CD80 e CD86 (WALKER; SANSOM, 2011). No entanto, 
CTLA-4 liga-se às moléculas B7 com maior avidez e afinidade (SANSOM; 
WALKER, 2006; TEFT; KIRCHHOF; MADRENAS, 2006; WALKER; SANSOM, 
2011), portanto, competindo com CD28 pelos seus ligantes (THOMPSON; 
ALLISON, 1997). Dadas as diferenças na afinidade, um modelo para a função 
inibitória de CTLA-4 é a ligação preferencial de CTLA-4 à CD80 e CD86 excluindo 
CD28 e, portanto, interrompendo a sinalização de ativação de células T através de 
CD28 (WALKER; SANSOM, 2011). Está bem estabelecido que a função principal 
de CTLA-4 é inibir a ativação das células T e manter a homeostase imune 
(WALKER; SANSOM, 2011). Camundongos portadores de uma mutação 
heterozigótica de CTLA-4 pareciam normais, enquanto que os camundongos com 
uma mutação homozigótica tinham desordem linfoproliferativa letal (TIVOL et al., 
1995; WATERHOUSE et al., 1995; WING et al., 2008). O uso de anticorpos anti-
CTLA-4 em camundongos mostraram que CTLA-4 teve efeitos opostos ao CD28, 
com redução da proliferação e ativação das células T (WALUNAS et al., 1994; 
KRUMMEL; ALLISON, 1995; TEFT; KIRCHHOF; MADRENAS, 2006). 
Apesar de um número considerável de estudos sobre o papel do CTLA-4; 
modelos simples da função inibitória de CTLA-4 ainda não foram estabelecidos. 
Walker e colaboradores (2011) propuseram modelos de funcionamento de CTLA-4 
considerendo fatores celulares intrínsecos e extrínsecos (Figura 4).  
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FIGURA 4. MODELO FUNCIONAL DE CTLA-4. 
 
 
As principais funções do CTLA-4 são divididas em fatores célulares intrínsecos e 
extrínsecos. No modelo intrínseco CTLA-4 entrega um sinal negativo para as células T que 
expressam CTLA-4 após sua ativação. Variantes de splicing alternativo de CTLA-4 podem 
transmitir um sinal inibitório. A competição com CD28 e a ligação aos receptores CD80 ou 
CD86 leva à inibição da ativação das células T. Estes ligantes são fisicamente removidos 
por transendocitose mediada por CTLA-4. CTLA-4 tem a habilidade de parada reversa do 
seu sinal, controlando a adesão e a motilidade entre as APCs e as células T. No modelo 
extrínseco, a proliferação de células T é inibida através da modulação das APCs pela 
ligação à CTLA-4 e à TGF-β. Células Treg estimuladas pelo TGF-β também suprimem a 
ativação das células T. APC: células apresentadoras de antígenos; Tregs: células T 
reguladoras; TGF-β: fator de transformação do crescimento β; LFA1: antígeno associado à 
aunção leucocitária 1; IDO: indoleamina 2,3-dioxigenase. 
Fonte: Adaptado de MITSUIKI, SCHWAB, GRIMBACHER (2019). 
 
Os fatores intrínsecos consistem-se em quatro: (a) entrega de um sinal 
negativo (CHUANG et al., 2000; SCHNEIDER et al., 2002; CHIKUMA; IMBODEN; 
BLUESTONE, 2003; SCHNEIDER, H. et al., 2008); (b) sinal inibitório ligante 
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independente baseados em estudos de uma variante de splice de CTLA-4 
(VIJAYAKRISHNAN et al., 2004); (c) inibição da sinalização de CD28 através da 
ligação à CD80 ou CD86 de forma competitiva (THOMPSON; ALLISON, 1997; 
COLLINS et al., 2002); (d) controle de adesão e motilidade entre as células APCs e 
T (SCHNEIDER et al., 2006). 
O CTLA-4 aumenta a mobilidade dos linfócitos T, limitando assim o tempo 
de contato deles com as células apresentadoras de antígenos insulínicos (APCs) 
(WALKER; SANSOM, 2015). Miska e colaboradores (2014) também relataram que 
CTLA-4 transmite um sinal indutório para aumentar a mobilidade dos linfócitos 
auxiliares T CD8+, e com isto permitir a ligação de CTLA-4 nas células APCs para 
reduzir a alta reatividade do linfócito T. Ao mesmo tempo, CTLA-4 emite um sinal 
inibitório para os linfócitos auxiliares TCD4+, pois esta célula é responsável pela 
captação de moléculas de insulina e ligação com células beta pancreáticas que 
posteriormente serão destruídas (GAO; YANG; QI, 2015). 
Os fatores extrínsecos são, também, compostos por quatro fatores: (a) 
ativação CTLA-4 mediada pela indoleamina 2,3-dioxigenase (Indoleamina-2,3- 
dioxygenase - IDO) (GROHMANN et al., 2002; FALLARINO et al., 2003; MUNN; 
SHARMA; MELLOR, 2004); (b) supressão das APCs ou células T e estimulação de 
células Treg através de citocinas reguladoras (CHEN; JIN; WAHL, 1998; 
NAKAMURA; KITANI; STROBER, 2001); (c) função inibitória das variantes solúveis 
de CTLA-4 (OAKS; HALLETT, 2000); (d) remoção física de CD80 e CD86 por 
transendocitose (QURESHI et al., 2011). Um dos mecanismos de ação da proteína 
CTLA-4 para inibir a alta ativação de linfócitos T se dá por meio de envio de um 
sinal às células APCs, através dos ligantes CD80 e CD86, com a finalidade de 
produzir a enzima Indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO). Esta enzima leva a depleção 
do aminoácido triptofano; essencial para a proliferação de células T CD4+ e T CD8+ 
no meio periférico (MUNN; SHARMA; MELLOR, 2004) (Figura 4). 
Rudd (2008) também sugere modelos mecanísticos similares para a 
proteína CTLA-4 com fatores extrínsecos, como as células Treg, IDO e fator de 
transformação do crescimento β (transforming growth factor-β -TGF-β), competição 
com o CD28, regulação das vias de sinalização negativa, inibição dos rafts 
(microdomínios de membranas mais compactados) lipidicos e o formação do 
microcluster e sinal de parada reversa. Estes modelos poderiam explicar vários 
mecanismos inibitórios da CTLA-4, mas sua aparente contribuição para as 
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configurações específicas de uma resposta imune não é totalmente entendida 
(WALKER; SANSOM, 2011) (Figura 4). 
A forma solúvel de CTLA-4 (sCTLA-4) foi descrita e demonstrou ser uma 
molécula funcional com capacidade de ligação à CD80 e à CD86 (OAKS; 
HALLETT, 2000; OAKS et al., 2000; WANG, X. B.; GISCOMBE, R.; et al., 2002; 
HUURMAN et al., 2007; SAVERINO et al., 2007; SIMONE, R. et al., 2009). 
De modo geral, a regulação negativa do sistema imunológico é exercida 
por CTLA-4 já que este gene reduz o sinal dos recepetores das células lnfocitárias 
T (TCR) com os auto-antígenos pró-insulínicos. Por isso, o gene CTLA-4 tornou-se 
clinicamente um biomarcador imunológico (WALKER; SANSOM, 2011; OLDE 
NORDKAMP; KOELEMAN; MEYAARD, 2014).  
Sua expressão desregulada leva à muitas doenças autoimunes, como a 
artrite reumatóide (AR) (LUTEREK-PUSZYNSKA et al., 2017), doença celíaca (DC) 
(HUNT et al., 2005) e o Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) (DOUROUDIS et al., 2009; 
TAVARES et al., 2015).  
As células T autorreativas são normalmente excluídas durante a seleção 
linfóide e as que conseguem escapar são mantidas em controle no meio periférico 
por uma infinidade de mecanismos de tolerância, entre eles a ação inibitória de 
CTLA-4. Em pacientes com fatores de risco genéticos para o Diabetes mellitus tipo 
1, os mecanismos de tolerância imunológica estão enfraquecidos ao ponto de uma 
pequena perturbação entre a ativação do sitema imune e a sua regulação 
desencadear a doença (SPENCE; TANG, 2016). Tivol e colaboradores (1995), 
assim como Gribben e colaboradores (1995) afirmaram que o rompimento do 
equilíbrio entre as interações CD28 e CTLA-4 com os ligantes B7 poderia levar ao 
estabelecimento da doença autoimune DM1, impedindo a apoptose ou a regulação 
negativa da auto-reação ativada dos linfócitos T.  
O gene CTLA-4 está localizado junto com os genes CD28 e co-estimulator 
de células T indutíveis (ICOS) na banda q33 no braço longo do cromossomo 2 
(DARIAVACH et al., 1988; LING et al., 1999; LING et al., 2001; TEFT; KIRCHHOF; 
MADRENAS, 2006) (Figura 5).  
Existem estudos que demonstraram que polimorfismos na região do gene 
CTLA-4 estão associados as características clínicas e as condições patológicas de 
DM1 (RANJOURI et al., 2016). Diversos polimorfismos no gene CTLA-4 já foram 
descritos, sendo o primeiro relato de associação com doenças autoimunes feito em 
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um estudo sobre a doença Graves em população caucasiana utilizando 
marcadores microssatélites no éxon 4 (YANAGAWA et al., 1995). Posteriormente, 
um novo estudo encontrou associação entre um polimorfismo no éxon 1 (rs231775) 
com o Diabetes mellitus tipo 1 e também com a doença Graves (NISTICO et al., 
1996).  
 
FIGURA 5. CROMOSSOMO 2 E A REGIÃO DE POSICIONAMENTO DO GENE 
CTLA-4. 
 
Localização do gene CTLA-4 no braço longo do cromossomo 2 (seta amarela). Os 
polimorfismos -318C/T (rs5742909) e +49A/G (rs231775) estão destacados com círculos 
vermelhos. CTLA-4 e suas regiões flanqueantes 5’ e 3’ localizam-se dentro de um bloco de 
desiquilíbrio deligação (LD) associado ao Diabetes mellitus tipo 1 (DM1). CD28 e ICOS, 
dois outros genes candidatos importantes na função imunológica, localizam-se fora do 
bloco de haplótipos. Efeitos na região final 5’ são evidentes, como um polimorfismo no 
promotor e uma substituição de aminoácidos na posição do peptido sinal.  
Fonte: Adaptado de KIM, POLYCHRONAKOS (2005). 
 
O polimorfismo +49A/G (rs231775) encontrado na posição 49 do éxon 1 do 
gene CTLA-4 gera a transição da base nucleotídica adenosina por guanina, 
resultando na troca do aminoácido na posição 17 do códon do peptídeo sinal, onde 
a treonina é trocada por alanina (T17A). Ueda e colaboradores (2003) 
sequenciaram uma região de mais de 300 Kb contendo o CD28, CTLA-4 e ICOS e 
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entre os 108 polimorfismos identificados, apenas o SNP rs231775 mostrava 
alteração de aminoácido. Nessa mesma região encontraram-se vários 
polimorfismos em desequilíbrio de ligação com o +49A/G (MARRON et al., 1997) 
(Figura 5).  
No polimorfismo rs231775 o alelo G (Ala17) de predisposição ao risco de 
DM1 é glicosilado de forma incompleta no retículo endoplasmático levando ao 
transporte retrógrado de uma porção das moléculas no citoplasma para a 
degradação. Isto acaba resultando em menos CTLA-4 na superfície celular, o que 
poderia explicar a função inibitória reduzida de CTLA-4 relatada em pacientes com 
alelo de risco +49G (ANJOS, S. et al., 2002; MAURER et al., 2002).  
Este SNP tem sido amplamente estudado em doenças autoimunes, e tem 
sido reportado a associação do alelo G com doença de Graves (DG) (LOMBARDI 
et al., 2016), lúpus eritrematoso sistêmico (LES) (DEVARAJU et al., 2014), 
hipotireoidismo autoimune (NITHIYANANTHAN et al., 2002), pênfigo foliáceo 
(DALLA-COSTA et al., 2010), esclerose sistêmica (SONG; LEE, 2013) e Diabetes 
mellitus tipo 1 (DM1) (KHODAEIAN et al., 2015). 
Nistico e colaboradores (1996) encontraram uma forte associação entre o 
risco de DM1 e o polimorfismo +49A/G do CTLA-4, fator não confirmado por 
Yanagawa e colaboradores em 1999. O genótipo de menor frequência (GG) foi 
associado com DM1 na população Chinesa (JIN et al., 2009), e em descendentes 
caucasoides incluindo a população Libanesa (ZALLOUA et al., 2004), Holandesa 
(ZHERNAKOVA et al., 2005), Norte-europeia (DOUROUDIS et al., 2009), e 
população branca Norte-Americana (CONCANNON et al., 2009). No entanto, esta 
associação não foi verificada em população não caucasoide, como a Chilena 
(BALIC et al., 2009), Norte-Indiana (BANIASADI et al., 2006), Coreana (JUNG et 
al., 2009), Japonesa (IKEGAMI et al., 2006) e Portuguesa (LEMOS et al., 2009). 
Existem evidências de que os linfócitos T após estímulo in vitro de indivíduos 
homozigotos para o alelo predisponente de diabetes G (17Ala) apresentaram 
aumento da proliferação e da produção de citocinas quando comparados com as 
células de homozigotos para o alelo protetor A (17Thr) (KOUKI et al., 2000; 
MAURER et al., 2002). 
Análise da associação entre o nível de RNAm de sCTLA-4 e o polimorfismo 
+49A/G no gene CTLA-4 em indivíduos saudáveis mostraram que os níveis do 
RNAm de sCTLA-4 em células T CD4+ não estimuladas foi maior para o alelo A na 
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posição +49 desta variante (YANAGAWA et al., 1995). Ainda é difícil explicar 
porque nas doenças autoimunes o genótipo de suscetibilidade (+49G/G) está 
associado aos níveis mais baixos de transcritos de sCTLA-4 (YANAGAWA et al., 
1995; LIGERS et al., 1999; OAKS; HALLETT, 2000; OAKS et al., 2000; GIORELLI 
et al., 2001; ANDREEVSKII et al., 2002; OROZCO et al., 2004; VAIDYA; PEARCE, 
2004; BERGHOLDT et al., 2005; PUROHIT et al., 2005; BROPHY et al., 2006; 
SAVERINO et al., 2007). Os mecanismos exatos desse fenômeno ainda são 
desconhecidos. Pode-se supor que a tradução de ambos os transcritos de CTLA-4 
(sCTLA-4 e CTLA-4 completo) e/ou tráfico intracelular e liberação de sCTLA-4 
possa estar ocorrendo de forma anormal nesses pacientes (SIMONE, RITA; 
SAVERINO, 2009). 
Deichmann e colaboradores (1996) identificaram uma variante polimórfica  
-318C/T ou rs5742909, responsável pela transição alélica de citosina por timina na 
posição -318 da região promotora do gene CTLA-4. A atividade do promotor se 
tornou mais alta com a variante T (-318). A alta expressão gênica pode, portanto, 
explicar a associação do alelo T (-318) com menor risco de uma variedade de 
doenças autoimunes (LIGERS et al., 2001; WANG, X. B.; ZHAO, X.; et al., 2002; 
ANJOS, S. M.; TESSIER; POLYCHRONAKOS, 2004). A alta expressão gênica 
pode, portanto, explicar a associação do alelo T (-318) com menor risco de uma 
variedade de doenças auto-imunes. No entanto, a associação o polimorfismo 
−318C/T na região promotora com auto-imunidade demonstra-se fraca e 
inconsistente, em contraste com outros polimorfismos do gene CTLA-4 (HEWARD 
et al., 1998; LIGERS et al., 2001; WANG, X.-B. et al., 2002; HUBER et al., 2008). 
Um número limitado de estudos investigaram a associação da variante -
318C/T no gene CTLA-4 com DM1, mas não foi encontrado associação com o DM1 
(BANIASADI et al., 2006; CAPUTO et al., 2007; ANGEL et al., 2009; BALIC et al., 
2009; JUNG et al., 2009; ALMASI et al., 2015). 
Além disso, uma meta-análise de 5.637 pacientes e 6.759 controles não 
demonstraram associação entre a variante -318C/T com o DM1 (OR=0,92; 95% CI 
0,45-1,89) após vários fatores de confusão serem controlados (KAVVOURA; 
IOANNIDIS, 2005). Enquanto que a variante -318C/T foi conectada à desordens 
com imunidade alterada (ALMASI et al., 2006; BALBI et al., 2007), sua 





Projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética de Pesquisa em 
Seres Humanos do Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná sob o 
CAAE: 01038112.0.0000.0102, com número de parecer 7186 na Plataforma Brasil 
(Anexo1). Abaixo (Figura 6) as principais etapas da pesquisa. 
 
FIGURA 6. FLUXOGRAMA DO PROJETO. 
 
 
DM1: Diabetes mellitus tipo 1; PCR-RFLP: reação em cadeia da polimerase – Polimorfismo 
no Comprimento de Fragmentos de Restrição (restriction fragment length polymorphism); 
n = número de indivíduos. 





O presente estudo caracterizado como do tipo caso-controle foi realizado 
em uma amostragem da população Sul Brasileira (n=288) subdividida em dois 
grupos. O grupo DM1 foi constituído de pacientes que tiveram o diagnóstico de 
diabetes antes dos 18 anos de idade (n=143) e o grupo de controle, constituído de 
adultos não diabéticos (n=145). Os indivíduos saudáveis foram selecionados no 
Banco de sangue do Hospital de Clínicas da Universidade Federal do 
Paraná/UFPR (controle) e os pacientes diabéticos no Serviço de Endocrinologia e 
Metabologia do Hospital de Clínicas da UFPR - SEMPR (diabéticos), sendo a 
participação de livre aceitação através do Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido (Anexo 2).  
Os dados antropométricos e clínicos foram obtidos por meio de entrevista 
(Anexo 3) (grupo controle e diabéticos) e prontuário (diabéticos). Os grupos em 
estudo foram pareados por sexo.  
As amostras de sangue total e soro dos pacientes foram coletadas durante 
os exames de rotina no Hospital de Clínicas da UFPR. Foi coletado 
aproximadamente 4 mL de sangue em tubos secos com gel separador para 
obtenção do soro; e 4 mL em tubos contendo 7,2 mg do anticoagulante K2EDTA 
(BD Vacutiner) para obtenção do plasma e extração de DNA leucocitário.  
Alíquotas de soro (~1,5 mL) foram congeladas em freezer a -20ºC e -80ºC 
até a realização das dosagens bioquímicas. Amostras hemolisadas, lipêmicas ou 
ictéricas foram excluídas dos ensaios. O buffy coat foi separado, e mantido em 
freezer a -20ºC para posterior extração de DNA. 
 
3.2. EXTRAÇÃO DO DNA 
 
O DNA genômico foi extraído a partir da alíquota de buffy coat, por meio do 
método de Salting out (LAHIRI; NURNBERGER, 1991). A quantificação do DNA 
genômico foi realizada por espectrofotometria em 260 e 280 nm (NanoDrop; 
Thermo Scientific), sendo o critério de exclusão amostras com concentração 
inferior a 20 ng/μL e grau de pureza menor que 1,5 ou superior a 2,1, em relação a 
razão A260/280, o que caracteriza contaminação e baixa qualidade da amostra.  
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A qualidade do DNA também foi avaliada por eletroforese em gel de 
agarose (1,5 a 2,0%) com identificação dos fragmentos corados em brometo de 
etídeo, com imagem detectada em em câmera de transiluminação CCD em sistema 
L-Pix (Loccus Biotecnologia). 
Todas as amostras foram diluídas em concentração de 100 ng/μL utilizando 
água ultrapura estéril; com posterior armazenamento em freezer a -20ºC.  
Para análises de genotipagem através do sistema TaqMan®, as amostras 
utilizadas possuíam concentração final de 20 ng/μL, diluição feita com água 
ultrapura estéril e armazenagem em freezer a -20ºC. 
 
3.3. POLIMORFISMOS ALVOS DO ESTUDO 
 
O quadro 1 apresenta os polimorfismos estudados neste trabalho e o 
respectivo gene. 
 












CTLA-4 123890.0001 2q33.2 Éxon 1 
rs231775, 






CTLA-4 ___ 2q33.2 Promotora 
rs5742909, 




rs: reference SNP; OMIN®: Online Mendelian Inheritance in Man®; CTLA-4: Antígeno 4 
associado ao linfócito T citotóxico - cytotoxic T- lymphocyte associated protein 4.  
Fonte: Adaptado de (NCBI, 2018; OMIM, 2018) 
 
3.4. REAÇÃO DE PCR EM TEMPO REAL (TAQMAN®) 
 
A genotipagem do polimorfismo rs231775 (C_2415786_20) do gene    
CTLA-4 foi realizada no Laboratório de Bioquímica Clínica da UFPR, utilizando a 
técnica de reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) com sondas 
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fluorescentes específicas (TaqMan® SNP genotype assay, Applied Biosystems, 
Foster City, CA, Estados Unidos). A reação foi realizada conforme preconizado 
pelo fabricante do reagente em equipamento de PCR em tempo real 7500Fast™ 
(Applied Biosystems).  
O sistema com sondas TaqMan® utiliza dois oligonucleotídeos iniciadores 
(primers) específicos (forward e reverse) que flanqueiam as sondas que participam 
da amplificação da região polimórfica alvo do estudo. Cada sonda é construída 
contendo um corante repórter fluorescente em sua extremidade 5’ (VIC® e FAM™, 
respectivamente para as sondas dos alelos 1 e 2, azul e vermelho) e um corante 
silenciador (quencher) em sua extremidade 3’.  
Quando os primers iniciadores da reação de amplificação se anelarem na 
região específica da fita de DNA molde; a enzima DNA polimerase iníciara a 
replicação do DNA e quando encontrar a sonda anelada utilizando sua atividade de 
éxonuclease (5’>3’) cliva a sonda, a liberando do corante silenciador. Desse modo 
ocorrerá emissão de fluorescência durante a amplificação do DNA. Cada alelo é 
pareado com um fluoroforo distinto, VIC® ou FAM™, sendo que o padrão de 
fluorescência identifica o genótipo (Anexo 4).  
Em cabine de fluxo laminar, a fim de evitar contaminação, os ensaios 
TaqMan® foram realizados em placas de 96 poços. Em cada placa foi adicionado 
dois controles negativos (NTC: negative template control), os quais continham 
apenas a mistura de reação de PCR Super Master Mix® e água ultrapura estéril 
(sem amostra de DNA). Os grupos de pacientes diabéticos e controles saudáveis 
foram ensaiados de forma aleatória, na mesma placa.  
Todas as genotipagens consideradas neste trabalho apresentaram 
qualidade superior a 98% identificada pelo software do sistema 7500 fast da 
Applied Biosystems excluindo, portanto, a necessidade de investigação de fontes 
de baixa eficiência na PCR e/ou repetição das análises. 
No quadro 2 estão descritas em protocolo as condições para ensaio de 








QUADRO 2. PROTOCOLO PARA REAÇÃO DE PCR EM TEMPO REAL COM 
SONDAS FLUORESCENTES. 
 
REAGENTES VOLUME FINAL PARA REAÇÃO DE 8 μL 
SNP genotyping assay (40x) TaqMan® 0,1 μL 
Super Master Mix® (2x) 3,0 μL 
Água regente ultrapura estéril 1,9 μL 
DNA molde (20 ng/μL) 3,0 μL 
CICLOS TÉRMICOS: 
1 ciclo  60°C por 30 seg. 
1 ciclo  95°C por 10 minutos 
50 ciclos 95°C por 15 seg.  60°C por 90 seg.  
1 ciclo  60°C por 30 seg. 
Sonda TaqMan® SNP Genotyping Assays – Life Technologies, contendo um par de 
oligonucleotídeos iniciadores (primers), marcados com fluoróforos distintos (VIC e FAN). 
Master Mix: reagente comercial contendo DNA polimerase AmpliTaq Gold® ultrapura, 
desoxirribonucleotídeos trifosfato (dNTPs), referência passiva ROX e tampão. 
Fonte: O autor (2018). 
 
3.5. REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE PCR - RFLP 
 
A identificação da variante genética -318C>T (rs5742909) no gene CTLA-4 
foi realizada através da técnica de PCR-RFLP (Polimerase Chain Reaction – 
Restriction Fragment Length Polymorphism) no Laboratório de Bioquímica Clínica 
da UFPR. Um amplicon de 247 pares de base (pb) foi gerado utilizando 
oligonucleotídeos iniciadores (Invitrogen™) descritos por Shojaa e colaboradores 
(2014): Forward 5′-AAATGAATTGGACTGGATGGT-3′ e Reverse 5′-
TTACGAGAAAGGAAGCCGTG-3′. As condições de PCR utilizadas para as 
amplificações estão descritas abaixo no Quadro 3. 
A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em termociclador 
Biocycler (Biosystems). Uma alíquota de 2,0 μL de produto de PCR, juntamente 
com 3,0 μL de solução tampão de aplicação (glicerol 30%; azul de bromofenol 
0,05% e xilenocianol 0,05%) foi então aplicada nos poços de gel de agarose a 2,0 
%. 
A mistura foi submetida à eletroforese submarina com voltagem constante 
de 90 Volts (~24 mA), em temperatura ambiente durante por cerca de 1,45 horas, 
em tampão TBE 1X (Tris-hidroximetilaminometano 89 mmol/L; ácido bórico 89 
mmol/L e EDTA 1,0 mmol/L, pH 8,2).  
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QUADRO 3. CONDIÇÕES PARA REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE NA 
REGIÃO POLIMÓRFICA DO GENE CTLA-4. 
 
REAGENTES rs5742909 DO GENE CTLA-4 
Oligonucleotídeos 
iniciadores (PRIMERS) 
F 5′-AAATGAATTGGACTGGATGGT-3 ′ 
R 5′-TTACGAGAAAGGAAGCCGTG-3′ 
 Concentração final Volumes (reação 20 L) 
Água Regente Ultrapura estéril ___ 12,6 μL 
Tampão Taq 10x * 1x 2,0 μL 
Primer forward (10 pmol/μL) 0,5 pmol 1,0 μL 
Primer reverse (10 pmol/μL) 0,5 pmol 1,0 μL 
MgSO4 (50 mM) ** 1,5 mM 1,2 μL 
dNTP (5 mM) 0,2 mM 0,8 μL 
Taq DNA polimerase (5U/μL) 0,1 U 0,4 μL 






1 ciclo 94°C por 2 minutos 
30 ciclos 
94° C por 30 segundos 
60°C por 30 segundos 
72ºC por 30 segundos 
1 ciclo 72°C por 7 minutos 
*Tampão TAQ 10X, (NH4)2SO4 750 mM, Tris-HCl (pH 8,8; 25ºC); 0,1% (v/v) Tween 20. Taq 
DNA platinum polymerase (Invitrogen™). ** MgSO4 (50 mM) da Fermentas®  
Fonte: O autor (2018). 
 
O produto amplificado de PCR foi corado, posteriormente, com solução de 
brometo de etídeo (0,5 μg/mL) e visualizado em transiluminador sob luz UV (302 
nm). A imagen do gel foi capturada no sistema L-Pix (Loccus Biotecnologia). Após 
a amplificação, o produto de PCR foi digerido utilizando a enzima de restrição Mse I 
(New England BioLabs, Hitchin, UK) (Figura 7) e o protocolo para a reação de 
restrição está descrito no Quadro 4. 
 
FIGURA 7. SÍTIO DE RESTRIÇÃO DA ENZIMA ENDONUCLEASE MSE I. 
 
A seta em vermelho indica o sítio de clivagem da endonuclease MSE I. 




QUADRO 4.  PROTOCOLO PARA A REAÇÃO DE RESTRIÇÃO E DETECÇÃO 
DO POLIMORFISMO rs5742909 NO GENE CTLA-4. 
 
REAGENTES VOLUMES CONCENTRAÇÃO FINAL 
Produto de PCR (~20 ng/μL) 1,0 μL ~4 ng 
Tampão/ Buffer 10x * 0,50 μL 1X 
Água regente ultrapura estéril 3,35 μL - 
Enzima de Restrição MseI (10 U/ L) 0,10 μL 1U 
BSA acetilada 10X 0,05 μL 1X 
Volume final da reação 5,0 μL - 
Temperatura de Incubação 37,0°C - 
Tempo de incubação 3 horas - 
Tampão TAQ 10X New England BioLabs®, Buffer C, 100 mM, Tris-HCl (pH 7,9; 37ºC); 500 
Mm NaCl; 100 mM MgCl2; 10 mM Dithioerythritol. BSA: albumina sérica bovina acetilada 
0,1mg/mL. Enzima MseI (New England BioLabs®). 
Fonte: O autor (2018). 
 
Os fragmentos de DNA oriundos dessas reações de PCR-RFLP foram 
separados por meio da eletroforese em gel de poliacrilamida 29:1 a 15%, utilizando 
uma cuba mini Protean 3 BioRad (100x75x0,75 mm). Ao volume da reação de 
restrição foi acrescido 4,0 μL de solução de aplicação (glicerol 30% v/v, 0,05% de 
azul de bromofenol e 0,05% de xileno cianol). Em seguida, essa mistura foi 
aplicada em gel de poliacrilamida e visualizada com transiluminador CCD sob luz 
UV (302 nm) e fotodocumentado com sistema L-PIX (Loccus Biotecnologia). 
 
3.6. DOSAGENS DE PARÂMETROS BIOQUÍMICOS E DADOS 
ANTROPOMÉTRICOS 
 
As dosagens bioquímicas incluiram marcadores de função renal (ureia, 
creatinina e ácido úrico), perfil lipídico (colesterol total, HDL-C, LDL-C, nHDL, 
triglicerídeos, Log TG/ HDL), controle glicêmico (glicemia em jejum, perfil glicêmico, 
hemoglobina glicada – HbA1C, 1,5-Anidroglucitol), marcadores de função hepática 
(GGT, AST, ALT), assim como marcadores de estado nutricional (proteínas totais e 
albumina) (Quadro 5).  
Os dados antropométricos como idade, gênero, peso, IMC, altura, tempo 
de diabetes foram coletados através de entrevista direta e análise de prontuário 




QUADRO 5.  PARÂMETROS BIOQUÍMICOS, METODOLOGIAS, E INTERVALO 
DE REFERÊNCIA PARA ADULTOS SAUDÁVEIS. 
 
ANALITO PRINCÍPIO DO MÉTODO CVa % INTERVALO DE REFERÊNCIA 
1,5 Anidroglucitol Enzimático colorimétrico Glycomark 3,4 >10 μg/mL 
Ácido Úrico Colorimétrico Uricase/ Peroxidase - Trinder 1,6 2,5 – 7,0 mg/dL 
Albumina Reação de Bromocresol 1,9 3,3 – 4,7 g/dL 
ALT 
Ensaio cinético UV com L-
aspartato, cetoglutarato, 
NADH e piridoxal fosfato - 
 
15 – 40 U/L 
AST 
Ensaio cinético UV com 
L-alanina, cetoglutarato, 
NADH e piridoxal fosfato - 
  
10 – 45 U/L 
Colesterol Total* 
Enzimático colorimétrico com 
colesterol esterase, colesterol 
oxidase e peroxidase 
(Reação de Trinder) 
2,0 Desejável <190 mg/dL 
Creatinina Picrato alcalino cinético 3,2 0,5 – 1,4 mg/dL 
GGT 
Ensaio cinético com L-γ-
glutamil-3-carbox- 4-
nitronilida e p-nitroanilina 
1,1 
Homem: 7-58 U/L 
Mulher: 5-39 U/L 
Glicose Hexoquinase UV 1,9 60 – 99 mg/dL 
HbA1C Imunoturbidimétrico 0,8 4,0 – 6,0 % 
HDL-colesterol** Ensaio homogêneo enzimático colorimétrico 3,5 Desejável >40 mg/dL 
LDL-colesterol Cálculo pela equação de Friedewald  
Ótimo: < 100 mg/dL 
Limiar ótimo: 100 – 129 mg/dL 
Limiar elevado:130–159 mg/dL 
Elevado: 160 – 189 mg/dL 
Muito elevado: > 190 mg/dL 






Baixo (<0,11),  
Intermediário (0,11 - 0,21) 





Relação Colesterol total – 
HDL-c  
< 130 mg/ dL: Risco 
intermediário 
< 100 mg/ dL: Risco alto 
< 80 mg/ dL: Risco muito alto 
 
Proteínas Totais Reação de Biureto 2,4 6,0 – 8,0 g/dL 
Triglicerídeos 
Ensaio enzimático com 
lipase, glicerol-3-fosfato 
oxidase e peroxidase com de 
Reação Trinder 
1,9 Desejável: <150 
Ureia Ensaio cinético UV com urease, GLDH e NADH 1,9 15- 45 mg/dL 
CVa, coeficiente de variação analítica interensaio, em porcentagem, para soro controle 
com concentração normal. *Atualização Diretriz Brasileira de dislipidemias e prevenção de 
aterosclerose, 2017. **V Diretriz Brasileira de dislipidemias e prevenção de aterosclerose, 
2013 **Equação de Friedewald, LDL-colesterol = Colesterol total – HDL-colesterol – 
Triglicerídeos/5. ***Calculador do índice aterogênico no plasma.  
Fonte: ADA. American Diabetes Association. Standards of Medical Care in Diabetes—




As determinações dos parâmetros bioquímicos foram realizadas em 
sistema automatizado Labmax 400 (Labtest AS) do Laboratório Escola da UFPR ou 
Architect Ci8200 - Abbott, do laboratório de Imunoquímica do Hospital de Clínicas 
da UFPR utilizando reagentes, calibradores e controles adequados. No quadro 6, 
visualizam-se os exames realizados nos grupos participantes desse estudo, bem 
como as suas metodologias e valores de referência. 
 
3.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS  
 
A normalidade das variáveis contínuas foi verificada através do teste de 
Kolmogorov-Smirnov. Variáveis contínuas com distribuição normal foram 
comparadas pelo teste “t” de Student para amostras não pareadas e bidirecionais. 
Estas variáveis foram representadas pela média ± 1 desvio padrão. Variáveis que 
não apresentaram distribuição normal foram “normalizadas” por transformação 
logarítmica ou analisadas pelo teste U de Mann-Whitney, conforme apropriado. 
Estas variáveis foram representadas pela mediana e intervalo interquartil (Q1-Q3; 
percentil 25% 75%). 
Para comparações de variáveis categóricas descontínuas foram utilizados 
os testes de Chi-quadrado ( 2); ou o teste Exato de Fischer bidirecional.  
Nas análises de correlação e associação ANOVA (one - way), o modelo 
aplicado foi descrito por Pearson (correlação linear). Os polimorfismos em estudo 
foram codificados como 1 (homozigoto dominante ou mais comum), 2 
(heterozigoto) e 3 (homozigoto recessivo ou raro). 
A verificação do equilíbrio de Hardy-Weinberg (H-W-E), cálculos das 
frequências genotípicas e alélicas, bem como o intervalo de confiança de 95% (IC  
95%) para os alelos de menor frequência foram realizados no programa DeFinetti 
(http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl).  
Em comparações de frequências alélicas com outras populações, foi 
considerado similaridade uma frequência do alelo raro que se encontrava dentro do 
limite do IC 95%. Frequências acima ou abaixo de 95%IC foram consideradas 
diferentes. 
O programa Statistica 10.0 (StatSoft Inc., Tulsa OK, USA) foi utilizado nas 
análises de dados. Uma probabilidade inferior a 5% (P<0,05) foi considerada 
significativa em todas as análises. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Os resultados deste estudo estão dispostos em sequência: 1) 
Caracterização das amostras; 2) Análises bioquímicas; 3) Análises moleculares. 
 
4.1. CARACTERIZAÇÃO DAS AMOSTRAS 
 
A estatística descritiva dos parâmetros antropométricos para os grupos 
Controle e DM1 se encontra na tabela 1. 
 
TABELA 1 - CARACTERÍZAÇÃO ANTROPOMÉTRICA E CLÍNICA DOS 







Idade (anos) 44,4 ± 5,8 43,5 ± 12,9 0,450* 
Gênero (H/ M) 53/97 50/93 0,947** 
Altura (cm) 166,2 ± 8,9 163,3 ± 9,8 < 0,001 
Peso (kg) 74,7 ± 13,4 70,90 ± 15,8 < 0,001 













Tempo de DM1(anos) ND 14,8 ± 10,7 - 
HFD (%) ND 69,2  
















HAS (%) ND 49,6 - 
Uso de anti-hipertensivo (%) ND 39,1 - 
IAM (%) ND 6,3 - 
DAC (%) ND 26,6 - 
Dislipidemia (%) ND 38,5 - 
Uso de hipolipemiantes (%) ND 35,0 - 
Nefropatia (%) ND 9,8 - 
Resultados apresentados como média  1 Desvio Padrão; para variáveis com distribuição 
normal. Mediana (intervalo interquartil, 25% - 75%) para variáveis sem distribuição normal. 
P: probabilidade teste t-Student bidirecional. P*: probabilidade teste U de Mann-Whitney. 
**Teste do Chi-quadrado. P<0,05 é significativo e destacado em negrito. Abreviações: H, 
homens; M, mulheres; DM1, Diabetes mellitus tipo 1; n, número de indivíduos; IMC, Índice 
de Massa Corporal; HFD, Histórico Familiar de Diabetes; HAS, Hipertensão arterial 
sistêmica; IAM, Infarto agudo do miocárdio; DAC, Doença arterial coronariana; ND, Dado 
não disponível. 
Fonte: O autor (2018). 
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4.1.1 Idade, Gênero e Etnia 
 
A epidemiologia mundial da diabetes tipo 1 na infância (DM1) foi 
amplamente descrito na 8ª edição da Federação Internacional de Diabetes (IDF) 
(IDF, 2017a). Em contraste, não temos conhecimento de uma revisão semelhante 
sobre a epidemiologia mundial do DM1 em adultos, embora se saiba que o DM1 é 
conhecido por ocorrer até mais tarde em adultos (TUOMI et al., 1993; ZIMMET, 
1999; BORG et al., 2003). Uma limitação importante da epidemiologia da DM1 em 
adultos é certamente a dificuldade que existe para distinguir do DM2 que requer 
tratamento com insulina ou do diabetes autoimune latente do adulto (Latent 
Autoimmune Diabetes in Adults - LADA), quando marcadores específicos de auto-
imunidade não são pesquisados. 
Sabe-se que a ocorrência da doença está associada a fatores modificáveis 
e não modificáveis, com destaque para a idade (≥ 40 anos) (FLOR; CAMPOS, 
2017). Neste estudo foram avaliados pacientes com DM1 que tiveram diagnóstico 
com idade igual ou superior à 18 anos de idade e o grupo foi pareado por idade 
como gupo controle (P=0,450) (Tabela 1). 
Foi mostrado em uma meta-análise (DIAZ-VALENCIA; BOUGNERES; 
VALLERON, 2015) que a incidência de DM1 em adultos é maior em homens do 
que em mulheres, o que contrasta com a incidência de DM1 em crianças, onde a 
razão sexual é em torno de um (GROUP, 2006; SOLTESZ et al., 2007). Karvonen e 
colaboradores (1997) também descreveram um excesso do sexo masculino entre 
jovens adultos entre 15 e 39 anos de idade. Diferenças sexuais na exposição a 
possíveis impactos ambientais desencadeantes do DM1, na suscetibilidade 
hormonal/genética, no estilo de vida foram propostas como possíveis explicações 
para essa diferença (BLOHME et al., 1992). 
A população brasileira foi formada por uma mistura de três diferentes 
raízes ancestrais, ou seja, ameríndios, europeus e africanos, dificultando a 
identificação étnica (ou ancestralidade genética) baseada predominantemente na 
cor da pele (PENA et al., 2011). O grupo com DM1 estudado foi composto 
predominantemente por 81,1% de indivíduos Euro-brasileiros, sendo os demais 
indivíduos Afro-brasileiros (20,9%). Esta distribuição étnica esperada é devida às 
características raciais da região brasileira em que foram obtidas as amostras. No 
estado do Paraná, a paisagem urbana e rural de várias regiões evidencia a 
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presença de imigrantes de várias origens, incluindo Poloneses, Italianos, Alemães, 
Holandeses, Ucranianos e Japoneses (EIDAM, 2009). De acordo com o (IPARDES, 
2018), a maioria da população paranaense declara-se branca, respaldando os 
dados analisados. Entretanto, não é possível atribuir prevalência do DM1 
associada à etnia neste estudo (Tabela 1). 
 
4.1.2 Peso, Altura e IMC 
  
Os parâmetros peso, altura e IMC apresentaram diferenças estatísticas (P < 
0,001) entre os pacientes e seus controles (Tabela 1). Nesse estudo o grupo DM1 
apresentou uma média de peso relativamente menor que o grupo controle, porém 
ambos os grupos apresentaram a média do IMC acima da normalidade, 27,0 kg/m3 
para os saudáveis e 25,8 kg/m3 para DM1. Os critérios de IMC propostos pela 
World Health Organization - WHO (ORGANIZATION, 2000) e pelo Ministério da 
Saúde - MS (BRASÍLIA, 2011), propõem que indivíduos adultos de ambos os sexos 
e com idade igual ou superior a 18 anos sejam classificados da seguinte forma: 
baixo peso (IMC < 18,5 kg/m²), normal (IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m²), sobrepeso 
(IMC entre 25 e 29,9 kg/m²) e obesidade (IMC ≥ 30 kg/m²). Sendo assim, 
analisando os dados da tabela 1, o grupo de pacientes DM1 e o grupo de controles 
saudáveis apresentaram um IMC acima da normalidade determinando, portanto, 
sobrepeso.  
Indivíduos com DM1 apresentavam, como característica clínica no início da 
doença, baixo peso e/ou peso normal. A ocorrência de sobrepeso ou obesidade 
nesses pacientes durante a evolução da doença era, na maioria das vezes, um fato 
raro e isolado (FERNQVIST; GUNNARSSON; LINDE, 1988; CARNEIRO et al., 
2000). Esses conceitos vêm apresentando uma mudança gradativa, e consequente 
aumento significativo da prevalência de sobrepeso e obesidade em adultos, 
crianças e adolescentes na população mundial (INVITTI et al., 2003).  
Estudos como o de Corbin e colaboradores (2018), verificaram um 
aumento alarmante na prevalência da obesidade em pessoas com DM1. De acordo 
com os autores, embora a obesidade tenha sido reconhecida como um importante 
fator de risco para o desenvolvimento do DM2 e um catalisador de complicações, 
sabe-se muito pouco sobre o papel da obesidade no início e na patogênese do 
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DM1. No relato de Corbin e colaboradores (2018) as evidências emergentes 
sugerem que a obesidade contribui para a resistência à insulina, dislipidemia e 
complicações cardiometabólicas no DM1. 
 
4.1.3 Histórico familiar de DM 
 
O risco de doenças como alergia, DM1 e doença celíaca é frequentemente 
avaliado em termos de história familiar (KNIP et al., 2014; LIU, E. et al., 2014; 
BONIFACIO, 2015; DU TOIT et al., 2015) o que identifica 10% das crianças que 
subsequentemente desenvolverão a condição patológica. 
Estudos anteriores mostraram que a incidência de DM1 está aumentada 
em indivíduos que possuem um membro da família conhecido por ter a doença 
(HUBER et al., 2008; CERNEA; DOBREANU; RAZ, 2010). O risco de DM1 é da 
ordem de 10 vezes maior em parentes de primeiro grau de um indivíduo com DM1 
em comparação com a população geral (STANKOV; BENC; DRASKOVIC, 2013; 
POCIOT; LERNMARK, 2016). 
Entre os parentes de primeiro grau de indivíduos com DM1, a chance de 
desenvolver a doença é menor que 5% naqueles indivíduos que possuem 
positividade para apenas um ou nenhum anticorpo específico. Sendo a chance de 
desenvolver DM1 maior que 90% nos portadores de HLA de risco e que são 
positivos para vários autoanticorpos circulantes, contra estruturas da célula β 
pancreática (KULMALA, 2003; ADA, 2016). 
Nos indivíduos estudados com DM1, 69,2 % apresentaram histórico de 
diabetes familiar (pais, irmãos e avós), demonstrando considerável fator preditor de 
risco para o diabetes. No entanto, não foi possível a investigação da prevalência 




Analisando os dados do estudo apresentado, 14% dos pacientes diabéticos 
declararam-se como fumantes. O tabagismo foi relatado por Gomes e 
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colaboradores (2012), com maior frequência em pacientes com DM1 na região sul 
do que entre os pacientes de outras regiões do país.  
Para os adultos com diabetes, assim como na população em geral, o 
tabagismo está associado a um risco aumentado de eventos cardiovasculares e 
morte. Estudos prospectivos sobre diabetes relatam que o tabagismo aumentou o 
risco de morte em 48%, doença coronariana em 54%, AVC em 44% e infarto do 
miocárdio em 52% (QIN et al., 2013). Pacientes com diabetes e que fumam 
apresentam concentrações mais altas de hemoglobina glicada - HbA1c - (NILSSON 
et al., 2004) e têm maior probabilidade de apresentar hipoglicemia grave (HIRAI et 
al., 2007). Em adolescentes com DM1, o tabagismo propiciou piora do controle 
glicêmico e está associado a um pior perfil de risco cardiovascular (SCHWAB et al., 
2008; GERBER et al., 2013). 
Não está totalmente claro se o aumento da morbidade e mortalidade em 
fumantes é devido ao perfil metabólico aterogênico; ou devido aos efeitos tóxicos, 
diretos da nicotina e de outras substâncias tóxicas, presentes nos cigarros no meio 
cardiovascular (CALCATERRA ET AL., 2018). De fato, o fumo reduz a 
sensibilidade e induz a resistência à insulina; aumentando os fatores de risco 
cardiovasculares, como triglicérides plasmáticos elevados, diminuição do colesterol 
total, do HDL-C, hiperglicemia e redução das concentrações de albuminúria 
(ANDERSSON; ARNER, 2001; VOULGARI; KATSILAMBROS; TENTOLOURIS, 
2011; BENOWITZ; BURBANK, 2016). Vários estudos mostram que o tabagismo 
está associado a anormalidades metabólicas e aumenta o risco de síndrome 
metabólica (CENA; FONTE; TURCONI, 2011; KAR et al., 2016). 
O cessar do tabagismo tem sido recomendada como componente rotineiro 
do tratamento do diabetes pela American Diabetes Association (ADA, 2019b), 
embora as evidências para orientar as melhores práticas sejam limitadas 
(TONSTAD, 2009). A frequência de indivíduos que se declararam como ex-
fumantes para este estudo foi de 34,3% no grupo de pacientes DM1, sendo uma 
estimativa positiva na conscientização sobre os riscos de consumir o tabaco. 






4.1.5 Hipertensão, DAC, IAM e dislipidemia 
 
A hipertensão arterial e o DM representam grandes problemas de saúde 
pública e muitas vezes coexistem na prática clínica. Há a tendência de aumento na 
prevalência de hipertensão e diabetes, possivelmente relacionado ao crescimento 
da população idosa, bem como às taxas de sobrepeso e obesidade (DEEDWANIA, 
2011). A prevalência de hipertensão é de duas a três vezes maior em diabéticos do 
que na população geral (GARCIA-TOUZA; SOWERS, 2012; SBD, 2017). 
Nos estudos sobre desenvolvimento da hipertensão arterial em pacientes 
diabéticos, fatores clínicos, como baixo controle metabólico, alta dose diária de 
insulina e sobrepeso/obesidade, são geralmente, mas nem sempre, implicados 
como causadores sintomáticos (BASIRATNIA et al., 2012; SZADKOWSKA et al., 
2018). 
A hipertensão em adultos foi definida pela ADA (2019c), como uma 
sustentada pressão sanguínea ≥140/90 mmHg. A frequência de pacientes DM1 
com hipertensão foi reportadapor alguns estudos entre 24 a 43% (COLLADO-
MESA et al., 1999; MAAHS et al., 2005; ROY; JANAL; ROY, 2011). Um estudo 
Brasileiro reportou a frequência de 31,3% em adultos com DM1 (GOMES et al., 
2013), sendo semelhante ao observado no presente estudo (49,6%) (Tabela 1). 
O tratamento não medicamentoso da hipertensão arterial em diabéticos 
consiste basicamente em diminuição do peso corporal, dieta pobre em sódio, 
exercícios regulares, dieta rica em frutas e vegetais, o cessar do tabagismo e do 
consumo de álcool, além do tratamento da apneia obstrutiva do sono. A redução da 
circunferência abdominal com redução de peso está associada ao melhor controle 
da pressão arterial e a alguns parâmetros metabólicos, como lipídios e glicemia 
(ALESSI; WOJTA, 2013). 
Em pacientes com diabetes e hipertensão, o principal determinante dos 
benefícios cardiovasculares dos medicamentos anti-hipertensivos é alcançar o 
objetivo de controle da pressão arterial (ARONOW, 2012). Para que esse objetivo 
seja alcançado, é necessário iniciar o tratamento com dois ou mais medicamentos 
de diferentes classes. A presença de doença renal deve ser estratificada para 
definir a melhor abordagem (SBH, 2010). Observou-se que nesse estudo 39,1% 
dos pacientes utilizam medicamentos anti-hipertensivos (Tabela 1). 
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O alto índice de mortalidade por doença cardiovascular em adultos com 
DM1 pode chegar a ser até 40 vezes maior que na população geral; além de ser 
maior em mulheres do que em homens. Tendo em conta esse elevado risco de 
morte é importante investigar fatores potencialmente modificáveis no 
desenvolvimento da insuficiência cardíaca Indicadores de risco para complicações 
macrovasculares, como o histórico familiar para doença arterial coronariana – DAC 
– permitem associar alterações cardíacas aos distúrbios glicometabólicos (LIND et 
al., 2011). Neste estudo, 53,1 % dos pacientes com DM1 apresentaram histórico 
familiar de DAC (Tabela 1). 
A doença cardiovascular é responsável por 65 a 70% mortes em indivíduos 
com DM1 (LIBBY et al., 2005; SECREST et al., 2010) e incorre em um aumento de 
13 vezes mortalidade ajustada por idade em pacientes com DM1 em comparação 
com população diabética (SECREST et al., 2010). A frequência do IAM neste 
estudo (6,3%) foi superior a reportada em um estudo Brasileiro com uma população 
de Minas Gerais (4%) (SOUZA et al., 2018) com similar tempo de doença (14,8 ± 
10,7 vs 15,35± 10,31).  
A dislipidemia típica é caracterizada por concentrações elevadas de 
colesterol total (>190 mg/dL), LDL-colesterol (>130 mg/dL) e triglicerídeos (≥150 
mg/dL), bem como baixas concentrações de HDL colesterol (<40 mg/dL). Os 
critérios de corte são aqueles preconizados pela Diretriz Brasileira de Dislipidemias 
e prevenção da Aterosclerose (FALUDI et al., 2017). Em indivíduos com DM1 a 
presença de dislipidemia, que inclui triglicérides elevado, LDL-C elevado e HDL-c 
baixo, prediz presença de futuras doenças cardiovasculares, mas a prevalência de 
dislipidemia em indivíduos com DM1 não é maior do que na população não 
diabética (WADWA et al., 2005; DUCA; SIPPL; SNELL-BERGEON, 2013). A 
dislipidemia diabética é um fator pro-aterogênico significativo (NG, 2013). No Brasil, 
de acordo com o estudo realizado por Gomes e colaboradores (2012), 49,7% 
pacientes apresentaram algum tipo de dislipidemia; valor semelhante com a 
verificação deste estudo (38,5 %). 
Estudos envolvendo pacientes com DM1 mostraram que 41,47% 
(DUVNJAK; BLASLOV, 2016) e 43,5% (JENSEN et al., 2016) dos pacientes faziam 
uso de hipolipomiantes, porcentagem superiores ao encontado no nosso estudo, de 
35% (Tabela 1). Esta baixa percentagem pode ser justificada devido ao fato dos 
pacientes não estarem recebendo tratamento adequado, uma vez que um estudo 
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Brasileiro demonstrou que menos de 30% dos pacientes com DM1 estavam 
recebendo tratamento para dislipidemia agressiva, contrariando as diretrizes de 
prática clínica que recomendam o manejo desta condição clínica (COUTINHO; 
SILVA JUNIOR, 2015). 
Embora os hipolipemiantes possam estar associados ao controle glicêmico 
prejudicado no DM1 (DUVNJAK; BLASLOV, 2016; JENSEN et al., 2016), o efeito 
deles na prevenção de eventos cardiovasculares está bem estabelecido e reforça a 
recomendação dessa terapia (CHOLESTEROL TREATMENT TRIALISTS et al., 
2008). De fato, a maioria dos indivíduos adultos com DM1 têm perfis lipídicos 
tipicamente comparáveis ou melhores que indivíduos controle não diabéticos 
(ARCANJO et al., 2005; WADWA et al., 2005). O estudo de Jensen e 
colaboradores (2016) mostrou que os pacientes com DM1 que receberam 
medicação hipolipemiante tiveram um leve aumento da HbA1c em relação aos 
pacientes que não receberam medicação; sugerindo possível correlação do uso 




A nefropatia diabética (ND) é uma das principais causas de mortalidade e 
agravamento da qualidade de vida dos pacientes com DM1 (BANACH et al., 2015). 
As alterações patológicas progressivas se desenvolvem durante um longo período 
silencioso sem evidências de proteinúria, hipertensão ou prejuízo da taxa de 
filtração glomerular (TFG). Durante a fase clinicamente silenciosa, uma proporção 
significativa de pacientes exibe hiperfiltração renal secundária a pressão 
intraglomerular elevada; resultando em uma lesão glomerular seguida de 
microalbuminúria e declínio progressivo da taxa de filtração glomerular. ND é 
também um importante fator de risco para doença arterial coronariana (DAC) e 
mortalidade geral  (BJORNSTAD et al., 2015).  
Foi evidenciado que, embora um mau controle glicêmico durante um longo 
período de tempo seja um fator importante no desenvolvimento de nefropatia 
diabética, hipertensão e hiperlipidemia; e fatores genéticos também estão 




A prevalência de microalbuminúria varia em média de 12% a 25% aos 10 
anos de evolução de DM1, e de 30% a 40% após 20 anos com a doença. Dos 
pacientes com microalbuminúria, metade evolui para estágios mais avançados, 
enquanto o restante dos pacientes retorna aos valores normais de albuminúria 
(GONI et al., 2016). Em contraponto ao relatado, nosso estudo observou a 
presença de nefropatia numa porcentagem de 9,8% dos pacientes com DM1 que 
apresentamem média 14,8 anos de doenças (Tabela 1).  
 
4.2. ANÁLISES BIOQUÍMICAS 
 
A tabela 2 apresenta os resultados estatísticos obtidos para os parâmetros 
bioquímicos avaliados neste estudo; dos grupos controle saudável e pacientes com 
DM1. 
4.2.1 Biomarcadores de Controle Glicêmico (glicemia em jejum, HbA1c 
e 1,5-AG) 
 
Os parâmetros dos biomarcadores para perfil glicêmico apresentaram 
diferenças estatísticas entre os grupos DM1 e controle, o que caracteriza os grupos 
(Tabela 2). O grupo DM1 apresentou um controle glicêmico inadequado, não 
atingindo as metas glicêmicas preconizadas pela SBD (SBD, 2017) (glicemia em 
jejum <100 mg/dL, HbA1c <7% e 1,5AG >10 μg/mL). 
A melhora do controle glicêmico em pacientes com DM1 reduz 
substancialmente o risco de complicações microvasculares e doenças 
cardiovasculares (LIND et al., 2014). Uma meta de 8,0% para Hb1Ac já poderia ser 
apropriada para pacientes com histórico de hiperglicemia grave, expectativa de 
vida limitada, complicações micro ou macrovasculares avançadas, múltiplas 
comorbidades ou com DM a longo prazo. Sendo assim, torna-se difícil o controle 
somente com medidas recomendadas de saúde como educação, monitorização da 
glicemia e doses eficazes de medicamentos (SILVA, T. E.; RONSONI; SCHIAVON, 
2018).  
No presente estudo a média da HbA1c do grupo DM1 foi de 8,8% (Tabela 
2). Andrade e colaboradores (2017), conduziu um estudo com pacientes adultos 
com DM1 em várias cidades das regiões sudeste, sul, centro-oeste e nordeste do 
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Brasil, encontrando em sua maioria um controle glicêmico inadequado (HbA1c 
≥7,0%), com valor médio de HbA1c 9,4%. Braga e colaboradores (2015) também 
relaram valor médio da HbA1c >8,0% em pacientes adultos com DM1 avaliados 
nessas mesmas regiões brasileiras. 
 
TABELA 2- PARÂMETROS BIOQUÍMICOS DOS GRUPOS EM ESTUDO. 
PARÂMETROS CONTROLE (n=150) 
DM1 
(n=143) P 
Glicemia em jejum (mg/dL) 97,3 ± 18,3 191,4 ± 100,2 <0,001 
HbA1c (%) 5,4 (5,2 – 5,6) 8,8 (7,6 – 9,7) <0,001* 
1,5 anidroglucitol (μg/mL) 108,2 (102,5 – 114) 4,1 (2,3 – 5,9) <0,001* 
Colesterol total (mg/dL) 175 (158 – 195) 171 (152 – 194) 0,238* 
HDL-C (mg/dL) 53,9 ± 13,7 52,6 ± 16,6 0,458 
LDL-C (mg/dL) 95,5 ± 27,7 101,8 ± 35,1 0,089 
nHDL-C (mg/dL) 121,5 (105 – 147) 119 (99 – 139) 0,432* 
Log (TG/HDL-c) 0,91 ± 0,65 0,70 ± 0,76 <0,001 
IAP (mmol/L) 0,03 ± 0,28 -0,06 ± 0,32 <0,001  
Triglicérides (mg/dL) 138 (88 – 174) 89 (69 – 131) <0,001* 
Albumina (g/dL) 3,9 ± 0,2 4,1 ± 0,4 <0,001 
Proteína total (g/dL) 6,9 ± 0,4 8,1 ± 0,9 <0,001 
Ácido úrico (mg/dL) 4,6 ± 1,2 3,9 ± 1,5 <0,001 
Creatinina (mg/dL) 0,56 (0,48 – 0,67) 0,85 (0,80 – 1,00) <0,001* 
Ureia (mg/dL) 23 (20 – 27) 32 (25 – 39) <0,001* 
ALT (mg/dL) 15 (11 – 19) 17 (9 – 22) <0,431* 
AST (mg/dL) 21 (17 – 25) 16 (12 – 21) <0,001* 
GGT (mg/dL) 27 (20 – 42) 24 (16 – 32) <0,081* 
Resultados apresentados como média  1 Desvio Padrão, para variáveis com distribuição 
normal. Mediana (intervalo interquartil, 25% - 75%), para variáveis sem distribuição normal. 
P: probabilidade utilizando o teste t-Student bidirecional. P*: probabilidade utilizando o teste 
U de Mann-Whitney. P<0,05 é significativo e destacado em negrito. IAP: índice aterogênico 
do plasma com parâmetros em mmol/L. Abreviações: DM1, Diabetes mellitus tipo 1; 
Controle, adultos saudáveis>18 anos; n, número de indivíduos. 
Fonte: O autor (2018). 
 
Entre os preditores de controle glicêmico o 1,5-anidroglucitol (1,5-AG), que 
é um monossacarídeo obtido principalmente a partir de fontes dietéticas, reflete de 
maneira favorável a glicemia média ao longo dos últimos 2 a 14 dias 
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(PARRINELLO; SELVIN, 2014). O 1,5-AG pode ser utilizado para avaliação e 
monitoramento da glicemia pós prandial em uma população diabética e para 
correção das concentrações plasmáticas de glicose ao longo de um período de 1 a 
2 semanas. Quando a glicemia está elevada, a reabsorção de 1,5-AG nos túbulos 
renais é inibida competitivamente, levando a um aumento na excreção de 1,5-AG e 
a uma diminuição das suas concentrações plasmáticas (YING et al., 2018). O 
intervalo de de referência para 1,5-AG na população brasileira saudável é 12,66-
45,86 μg/mL (WELTER, M. et al., 2018). O valor do 1,5-AG cai para 10 μg/mL em 
pacientes com glicosúria (YAMANOUCHI; AKANUMA, 1994; BUSE et al., 2003). 
Neste estudo a concentração mediana de 1,5-AG para os indivíduos com 
DM1 foi de 4,1 μg/mL (2,3 - 5,9), valor semelhante encontrado em outros estudos 
envolvendo pacientes DM1 (5,3 μg/mL e 3,8 μg/mL) (JANUSZEWSKI et al., 2012; 
SEOK et al., 2015). Valores tão baixos sugerem picos hiperglicêmicos, excursões 
glicêmicas principalmente no estado pós-prandial (DUNGAN et al., 2006). Além 
disso, estudos recentes indicam que a glicemia pós-prandial pode ser um fator de 
risco independente para o desenvolvimento de complicações macrovasculares 
(HANEFELD et al., 1996; MUGGEO et al., 2000; TEMELKOVA-KURKTSCHIEV et 
al., 2000). Flutuações glicêmica em curto prazo sugerem riscos de complicações 
em longo prazo no diabetes (BROWNLEE; HIRSCH, 2006). 
A fim de prevenir complicações, o tratamento do diabetes requer uma 
abordagem multifatorial com estratégias para melhorar o controle glicêmico 
inadequado. Ainda existe uma grande lacuna entre as diretrizes de tratamento 
baseadas em evidências e sua incorporação à prática clínica, uma vez que apenas 
uma minoria dos pacientes atinge os três alvos de tratamento (HbA1c, pressão 
arterial e LDL-C) (LITHOVIUS et al., 2015).  
 
4.2.2 Perfil Lipídico e análise do índice aterogênico do plasma – IAP  
 
O perfil lipídico é determinado pela quantificação sérica do colesterol total 
(CT), HDL-C, LDL-C e triglicérides. A hiperglicemia persistente é um fator de risco 
modificável que comprovadamente afeta as concentraçõesplasmáticas de 
colesterol (ROBINSON, 2009). Quando o paciente com DM1 faz o tratamento 
correto com insulina dificilmente ocorre alguma alteração negativa no metabolismo 
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lipídico (ATHYROS et al., 2018). Essa conduta terapêutica pode ser confirmada 
através dos dados da tabela 2 do nosso estudo, onde 95,8% dos pacientes utilizam 
insulina de forma contínua. 
Os parâmetros analisados para o perfil lipídico (CT, HDL-C, LDL-C e não 
HDL-C) não demonstraram valores séricos significativamente diferentes entre os 
grupos estudados, exceto para triglicérides e índice aterogênico do plasma (IAP) 
que apresentaram diferenças significativas (P<0,001) (Tabela 2), mas ainda dentro 
do intervalo de referência (Quadro 5). Estes valores de perfil lipídico dos pacientes 
com DM1 em relação ao grupo controle foram reportados em outros estudos 
(ARCANJO et al., 2005; WADWA et al., 2005). Embora o perfil lipídico dos 
pacientes com DM1 tenda a ser melhor do que o perfil dos pacientes com DM2, 
estudos (ORCHARD et al., 2001; HAFFNER; AMERICAN DIABETES, 2003; 
GRUNDY et al., 2004) sugerem necessidade de redução mais agressiva dos 
lipídios dos pacientes DM1 para diminuir o risco de DAC. Uma proporção 
significativa de pacientes DM1 adultos com doenças cardiovasculares tem 
concentrações plasmáticas de LDL-C normal (LIBBY, 2005; SACHDEVA et al., 
2009). Mais estudos são necessários para explicar o paradoxo de menor 
lipemia/lipidemia e maior mortalidade por DAC nos pacientes DM1 (KROLEWSKI et 
al., 1987; MOSS; KLEIN; KLEIN, 1991; SECREST et al., 2010; SLIM, 2013). 
A utilização do não HDL-c também serve como parâmentro para avaliação 
das dislipidemias, que pode ser obtido subtraindo o valor de HDL-c do valor de CT 
(não HDL-c = CT - HDL-c) e fornece uma única medida de todas as lipoproteínas 
aterogênicas contendo Apo B, LDL-C, VLDL, IDL e Lp(a) (KURIYA et al., 2013). 
Este parâmetro pode ser utilizado na avaliação dos pacientes dislipidêmicos, 
principalmente naqueles com concentrações de triglicerídeos superiores a 400 
mg/dL (FALUDI et al., 2017). Conforme dados do nosso estudo (Tabela 2), este 
parâmetro foi semelhante entre os grupos DM1 e controles saudáveis.  
A relação logarítmica (TG/HDL-c), conhecida como o índice aterogênico 
(IAP) ou de Castelli, é um importante componente e indicador de risco vascular 
(ROMERO-AROCA et al., 2012). Os indivíduos são agrupados em três níveis: 
baixo risco (<0,11), intermediário (0,11-0,21) e risco aumentado (> 0,21) (AKBAS et 
al., 2014). Baliarsingh e colaboradores (2013) mostraram que as concentrações 
plasmáticas de ácido úrico estão positivamente associadas ao IAP em adultos 
saudáveis. Esta associação é explicada pela associação negativa que ocorre com 
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HDL-C (ISHIZAKA et al., 2005) e a positiva com a hipertrigliceridemia (RUSSO et 
al., 1996; LI et al., 1997; CONEN et al., 2004). Nosso estudo sugere um baixo risco 
de doença cardiovascular para ambos os grupos, sendo que valor médio de IAP 
apresentou-se abaixo de 0,11 (controle = 0,03 mmol/L e DM1 = -0,06 mmol/L) 
(Tabela 2) e os valores de ácido úrico sérico mantiveram-se dentro do intervalo de 
referência (Quadro 5). 
De fato, as doenças cardiovasculares são a maior ameaça às 
complicações diabéticas e os diabéticos possuem maior probabilidade de morrer de 
alterações cardíacas relacionadas do que os indivíduos não diabéticos, embora o 
DM1 esteja associado a um perfil lipídico favorável (NORHAMMAR et al., 2004; 
KVAN et al., 2007). As dificuldades em prevenir complicações cardiorrenais no 
DM1, ocorrem pela impossibilidade de identificar com precisão pacientes de alto 
risco com sintomas pré-clínicos (TASKINEN, 1992). Em situações em que outros 
parâmetros de risco aterogênico parecem normais, o IAP pode ser a alternativa 
diagnóstica (NWAGHA et al., 2010). Existem evidências de que a 
hipertrigliceridemia é um importante fator de risco de complicações vasculares no 
DM1 (RUTLEDGE et al., 2010; MILLER et al., 2011), mas em qual extensão os 
triglicerídeos contribuem para complicações vasculares fora da faixa de 
hipertrigliceridemia é menos claro. Bjornstad e colaboradores (2014), num estudo 
prospectivo com uma coorte de indivíduos DM1 mostraram que o valor do 
triglicerídeo em jejum (baixos a normais) foi o único marcador lipídico a predizer 
independentemente tanto para a progressão da calcificação da artéria coronária 
quanto para a albuminúria incidente durante 6 anos. Embora a independência do 
triglicerídeo como um mediador causal da doença cardiorrenal permaneça 
controversa, as concentrações plasmáticas de triglicerídeos parecem fornecer 
informações exclusivas sobre o risco, de forma independente dos fatores de risco 
convencionais (LDL-C, HDL-C e nHDL-C) no DM1. 
Contudo, em pacientes com DM1, a capacidade preditiva das variáveis 
lipídicas difere substancialmente dependendo do sexo, função renal e controle 
glicêmico. Em pacientes normoalbuminúricos, as razões das lipoproteínas e lipídios 
aterogênicos e antiaterogênicos foram mais fortes preditores da incidência de um 
evento cardiovascular, enquanto que em pacientes macroalbuminúricos nenhum 




4.2.3 Biomarcadores de Estado Nutricional (albumina e proteínas 
totais) 
   
 Neste estudo o valor das proteínas totais e albumina foi significativamente 
maior no grupo DM1 em relação ao grupo saudável (P<0,001) (Tabela 2). Tanto as 
concentrações de proteínas totais quanto de albumina se encontraram dentro do 
intervalo de referência (Quadro 5).  
A albumina sérica humana (HSA) é a proteína plasmática mais abundante 
no sistema circulatório (RASHEED; ALI, 2006). A hipoalbuminemia pode resultar de 
proteinúria substancial, má absorção de alimentos ou deficiência hepática. A baixa 
concentração de albumina é preditora de comorbidade mais grave e mortalidade no 
diabetes, e acredita-se que a melhora do estado nutricional e o tratamento de 
outras possíveis causas de hipoalbuminemia nos pacientes diabéticos é importante 
(HELVE et al., 2014). A análise conjunta desses parâmetros (albumina e proteínas 
totais), sugere que não há sinais de perda proteica ou deficiência nutricional nos 
grupos analisados (SHIMADA, 2013).  
No DM1, a concentração de albumina está diminuida e a administração de 
insulina é necessária para evitar a hipoalbuminemia (JEFFERSON et al., 1983; DE 
FEO; GAISANO; HAYMOND, 1991). Estudos mostraram que a insulina estimula a 
produção de albumina hepática transcrição pela ativação da transcrição gênica 
(PEAVY; TAYLOR; JEFFERSON, 1978; JEFFERSON et al., 1983; FLAIM et al., 
1985; PEAVY; TAYLOR; JEFFERSON, 1985; HUTSON et al., 1987; LLOYD et al., 
1987; DE FEO; GAISANO; HAYMOND, 1991; KIMBALL; HORETSKY; 
JEFFERSON, 1995), contudo o mecanismo detalhado pelo qual a insulina exerce 
este efeito não foi descrito. 
 
4.2.4 Perfil Renal (ácido úrico, creatinina e ureia) 
 
Os valores de ureia e creatinina deste estudo apresentaram-se dentro do 
intervalo de referência (Quadro 5), sugerindo que não há alterações relevantes na 
função renal. Estes biomarcadores apresentaram concentrações séricas 
significativamente maiores (P<0,001) no grupo DM1 quando comparado ao grupo 
controle (Tabela 2). Achados similares foram descritos por Krolewski, Gohda e 
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Niewczas (2014), pacientes DM1 normoalbuminúricos e microalbuminúricos 
apresentaram concentrações medianas de creatinina de 0,76 mg/dL e 0,79 mg/dL, 
respectivamente. Domingueti e colaboradores (2018) observaram valores 
semelhantes de creatinina semelhantes (0,81 a 1,02 mg/dL) e ureia (31 a 42 
mg/dL) em uma população Brasileira de DM1 com a média de 20 6 anos de 
doença. 
A ureia é o principal metabólito nitrogenado derivado da degradação de 
proteínas, no entanto, vários fatores podem influenciar suas concentrações 
plasmáticas além da doença renal (STEVENS; LEVEY, 2005; CIRILLO, 2010). Um 
valor de creatinina dentro do intervalo de referência não garante que o paciente 
tenha função renal normal, particularmente pacientes com extremos de idade e 
tamanho corporal (MACCALLUM, 2014). Em pessoas com diabetes, a taxa de 
filtração glomerular (TFG), geralmente está abaixo da metade do valor normal 
antes que a creatinina sérica exceda a faixa normal de referência (SHEMESH et 
al., 1985).  
Inúmeros biomarcadores de função renal são usados para diagnosticar 
nefropatia diabética no DM1, incluindo concentração de albumina excretada na 
urina (processo de doença supostamente precoce) e concentração de creatinina 
sérica (processo de doença tardia). Esses marcadores indicam presença/ausência 
da nefropatia; e em estudos epidemiológicos podem quantificar o risco de 
progressão para doença renal terminal ou risco de morte. No entanto, sua utilidade 
para prever estes desfechos em pacientes com DM1 é limitada, pois são 
inespecíficos para predizer declínio futuro da função renal e a progressão para 
estágio final de doença renal (KROLEWSKI; GOHDA; NIEWCZAS, 2014).  
As concentrações de ácido úrico foram significativamente maiores 
(P<0,001) no grupo controle em comparação ao grupo DM1 (Tabela 2). Este 
mesmo efeito foi encontrado por Lytvyn e colaboradores (2017), concentrações 
mais baixas de ácido úrico nos pacientes diabéticos.  
Devido a mecanismos ainda não totalmente compreendidos, pacientes com 
DM1 geralmente apresentam concentrações plasmáticas diminuídas de ácido úrico 
quando comparados com indivíduos saudáveis ou com indivíduos DM2 
(GOLEMBIEWSKA et al., 2005). Estes dados foram reforçados em nosso estudo 
(Tabela 2). Uma possível causa é glicosúria, levando à uricosúria mediada pela 
ativação do transportador de glicose 9 (GLUT9) (LYTVYN et al., 2015). Por outro 
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lado, um aumento na concentração de ácido úrico é associado a uma diminuição 
na TFG (PIZARRO et al., 2018). 
 
4.2.5 Perfil hepático (ALT, AST e GGT) 
 
As atividades das enzimas hepáticas, alanina amino transferase (ALT) e 
gama glutamil transferase (GGT), não apresentaram diferenças significativas entre 
os grupos estudados. No entanto, a atividade da enzima aspartato amino 
transferase (AST) foi significativamente maior no grupo de controles saudáveis 
(Tabela 2). Ainda assim, os valores para estes parâmetros hepáticos 
apresentaram-se dentro dos respectivos intervalos de referência (Quadro 5). 
O acúmulo de glicogênio no fígado do paciente diabético mal controlado é 
discutido como um dos fatores da disfunção hepática, frequentemente observado 
nos pacientes em coma diabético (VALLANCE OWEN, 1952); e pacientes com 
cetoacidose diabética (CAD) que apresentam hepatomegalia (GOODMAN, 1953). 
A deposição de glicogênio no fígado durante a CAD é causada pela hiperglicemia e 
pela instabilidade na administração de insulina (BRONSTEIN; KANTROWITZ; 
SCHAFFNER, 1959). Uma consequente elevação das transaminases hepáticas 
AST e/ou ALT; deposição de gordura no fígado e inadequada terapia com insulina 
são agravantes do DM1 (TAKAIKE et al., 2004).  
Quanto mais altas as atividades de ALT e/ou AST, maior o risco da doença 
do fígado gorduroso de fator não alcoólico e esteatose hepática não alcoólica, mas 
alguns estudos indicam que pacientes com marcadores hepáticos normais também 
podem apresentar características histológicas que representam risco de 
progressão de lesão hepática (BULUM et al., 2011). A doença do fígado gorduroso 
de fator não alcoólico aumenta o risco de doença cardiovascular e dificulta o 
alcance dos objetivos glicêmicos, uma vez que está associada à resistência à 
insulina (BARROS et al., 2017). 
Em pacientes com DM1 as concentrações plasmáticas elevadas de 
triglicérides são um parâmetro relevante com associação direta com as atividades 
enzimáticas de ALT, mesmo após correção com uso de drogas hipolipemiantes. 
Para cada aumento de 10 mg/dL nas concentrações de triglicérides, a atividade 
enzimática da ALT aumenta 0,5 UI/L (JOHNSON et al., 2013).  
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O baixo valor de ácido úrico sérico, a progressão da idade, e a HbA1c 
aumentada em pacientes DM1, também mostram uma relação positiva com o leve 
aumento da atividade sérica de ALT. O ácido úrico é um produto do metabolismo 
da frutose no fígado e demonstrou estar associado com inflamação sistêmica, 
resistência à insulina e doença do fígado gorduroso de fator não alcoólico (YUAN et 
al., 2015; HUANG et al., 2016).  
 
4.3. ANÁLISES MOLECULARES 
 
As frequências genotípicas e alélicas do gene CTLA-4 para os 
polimorfismos em estudo nos grupos de indivíduos adultos controles saudáveis e 
com DM1 estão em equilíbrio com o princípio de Hardy-Weinberg (P>0,05), sendo 
apresentadas respectivamente nas tabelas 3 e 5. De acordo com este princípio, a 
variação genética de uma população permanece constante de uma geração para a 
seguinte na ausência de fatores desestabilizantes. Desvios no equilíbrio de Hardy-
Weinberg são indicações de casamentos consanguíneos, estratificação 
populacional ou até problemas na genotipagem das amostras analisadas 
(RODRIGUEZ; GAUNT; DAY, 2009). 
 
4.3.1 Polimorfismo rs231775 (+49A/G) do gene CTLA-4 
 
Não houve diferença significativa entre as frequências genotípicas (p= 
0,146) e alélicas (p= 0,633) para o polimorfismo +49A/G (rs231775) do gene CTLA-
4 entre os grupos estudados (Tabela 3).  
Com base nos dados apresentados, o polimorfismo rs231775 não sugere 
associação da população adulta com DM1 neste estudo.  
A associação do polimorfismo +49A/G (rs231775) no gene CTLA-4 e o 
diabetes autoimune vem sendo relatada de forma variada. No entanto, trata-se 
ainda de uma associação controversa, pois alguns autores a descrevem como 
evidente enquanto outros autores a referem como uma fraca associação. A análise 
de indivíduos saudáveis e doentes divididos em grupos multiétnicos produziram 
resultados inconsistentes, em particular, a respeito da relação de transmissão 
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preferencial do alelo G para pacientes diabéticos (BOUQBIS et al., 2003; 
TURPEINEN et al., 2003; HALLER et al., 2004). 
 
 TABELA 3 - FREQUÊNCIAS GENOTÍPICAS E ALÉLICAS DO POLIMORFISMO 
rs231775 DO GENE CTLA-4, NAS AMOSTRAS EM ESTUDO. 
Polimorfismo  Controle (n= 150) 
DM1 







60 (40,0 %) 
62 (41,3 %) 
28 (18,6 %) 
53 (37,0 %) 
73 (51,0 %) 
17 (11,9 %) 
0,146* 
Frequência do Alelo 
[95% IC] 
G 39,3 
[34,0 - 45,0] 
37,4  
[32,0 - 43,0] 
0,633* 
 
Dominante AA/ AG+GG  60/90 53/90 0,606 
Recessivo AG+AA /GG 122/28 126/17 0,108 
Valores dos genótipos são n (%); 95% IC: Intervalo de confiança de 95%; P*, 
probabilidade, teste de 2. Frequências genotipicas de acordo com o equilíbrio de Hardy-
Weinberg (teste de 2) para o polomorfismo rs231775 no grupo controle (P=0,101) e DM1 
(P=0,281).  
Fonte: O autor (2018). 
 
Estudos anteriores sobre a variante polimórfica rs231775 do gene CTLA-4 
e o aumento do risco para o DM1 sugerem associação significativa com presença 
do alelo de menor frequência G e/ou do genótipo GG em pacientes de origem 
Caucasiana em variadas populações. Essa associação foi monstrada em diferentes 
etnias, como Alemã (WOOD et al., 2002), Chinesa (JIN et al., 2015), Estoniana 
(HALLER et al., 2004; HALLER et al., 2007; KISAND; UIBO, 2012), Francesa 
(ONGAGNA et al., 2002), Indiana (PHILIP; ISABEL, 2011; KUMAR et al., 2015), 
Iraniana (MOJTAHEDI et al., 2005; KHOSHROO et al., 2017), Japonesa  (LIANG et 
al., 2004; KAWASAKI et al., 2008), Libanesa (EI WAFAI et al., 2011), Norte 
Americana (REDDY et al., 2011), Polonesa (WITAS; JEDRYCHOWSKA-DANSKA; 
ZAWICKI, 2010) e Tunisiana (BENMANSOUR et al., 2010).  
Por outro lado, em concordância com o nosso estudo, não foi observado 
associação significativa entre polimorfismo rs231775 e o DM1, nas populações 
Argentina (CAPUTO et al., 2005), Brasileira (FERREIRA et al., 2009) (TAVARES et 
al., 2015; WELTER, M.   , 2018), Chilena (BALIC et al., 2009), Coreana (JUNG et 
al., 2009), Indiana (BANIASADI et al., 2006), Marroquina (BOUQBIS et al., 2003) e 
Portuguesa (LEMOS et al., 2009). 
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Três estudos realizados com população Brasileira também não 
encontraram associação entre o polimorfismo +49A/G e o risco para o DM1, 
contudo estes estudos avaliaram pacientes que tiveram o diagnótico do DM1 em 
idades inferiores a 18 anos (HAUACHE et al., 2005; FERREIRA et al., 2009) 
(WELTER, M., 2018). Um estudo envolvendo a população Libanesa reportou não 
ter encontrado o genótipo GG em pacientes com DM1 com diagnóstico de DM 
depois dos 13 anos de idade, em discordância como nossos resultados, onde as 
frequências alélicas e genotípicas desse polimorfismo foram semelhantes nos 
indivíduos afetados com DM1 e nos controles saudáveis (Tabela 4).  
O DM1 é uma síndrome bastante heterogênea, com variabilidade 
considerável na idade de início, no começo abrupto e no perfil de autoanticorpos. 
Estudos de ligação do genoma completo em DM1 confirmaram essa 
heterogeneidade genética (VILLANO et al., 2009). Alternativamente, a 
heterogeneidade também pode apontar para algum outro polimorfismo “causal” em 
desequilíbrio de ligação variável com o alelo G; em diferentes populações no 
mesmo gene ou em genes vizinhos, como por exemplo o polimorfismo 60C/T em 
CTLA-4 ou entre CTLA-4 e PTPN22 (HIGGINS; THOMPSON, 2002). O gene 
CTLA-4 está localizado próximo a duas outras regiões de susceptibilidade ao DM1, 
a 2q31 e a 2q34 e os genes codificadores de CD28 e PTPN22 podem ser 
considerados genes candidatos de susceptibilidade para o DM1 (MORAHAN et al., 
1996). Essa proximidade com outros genes e regiões de susceptibilidade podem 
explicar a fraca ou ausente associação do gene CTLA-4 com o DM1 em algumas 
populações (MARRON et al., 1997; BADENHOOP et al., 1999).  
A tabela 4 apresenta uma comparação das frequências genotípicas e 
alélicas obtidas neste estudo, para o polimorfismo rs231775, com dados de outras 
populações encontrados na literatura. 
Houve similaridade na frequência de MAF do nosso estudo para os grupos 
controle e DM1 com as populações Argentina (35,1% e 36,2%), Indiana (35,8% e 
37,7%), Chilena (34,4% e 35,6%), Brasileira do Nordeste (35,0% e 38,0%) e Sul 
(39,3% e 39,4%) e Americana (38,0 e 42,0%). Contudo, as frequências foram 
inferiores às descritas para populações Aisáticas e Iraniana e inferiores às 
descritas para a população Marroquina (Tabela 4). Em um estudo de meta-análise 
(KAVVOURA; IOANNIDIS, 2005) foi relatado que as porcentagens médias do alelo 
G estavam presentes em 55,4% da população de origem Asiática, 36,2 %, 
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Europeia, 33,6% Norte Africana/Oriente médio, 20,6% Africana e 45,2% em povos 
originados do Pacífico. 
 
TABELA 4 - POLIMORFISMO rs231775 DO GENE CTLA-4 COM DADOS DA 
LITERATURA. 
 
CTLA-4 rs231775 Genótipo (%) Alelo MAF 
(%) 
Grupo étnico Características N AA AG GG G 
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Em negrito: dados obtidos neste estudo e as frequências do alelo menos frequente (G)  
que são similares ao Intervalo de Confiança (95%); DM1: Diabetes mellitus tipo 1. MAF: 
alelo de menor frequência.  - : dados não disponíveis. dbSNP, 2018), 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/. 
Fonte: O autor (2018). 
 
Enquanto o polimorfismo rs231775 tem sido significativamente associado 
ao aumento do risco para o DM1, particularmente na população Caucasiana e do 
Oriente Médio, estudos com coortes maiores para indivíduos indianos e Africanos 
têm se mostrado necessários a fim de testar com maior confiabilidade o efeito 
desse polimorfismo nessas populações (WANG et al., 2014). Assim, mais 
pesquisas prospectivas são necessárias para examinar o efeito dessa variante no 
DM1 a fim de que possa ser realizada uma conclusão abrangente e fundamentada. 
Outros fatores de análise também devem ser considerados, entre eles a idade, o 
sexo, o estilo de vida, a progressão familiar e a ancestralidade étnica (ANJOS, S. et 
al., 2002). 
A influência de fatores genéticos no desenvolvimento do DM1 e suas 
complicações crônicas relacionadas não são completamente entendidas devido às 
diferenças nas frequências de alelos relacionados à doença. Isso pode refletir na 
variação da incidência do DM1 em diferentes populações no mundo. Essa variação 
alélica também pode estar relacionada ao histórico de ancestralidade, taxas de 
migração e miscigenação entre os povos (BORCHERS; UIBO; GERSHWIN, 2010; 
SPANAKIS; GOLDEN, 2013). A maioria dos estudos genéticos em DM1 foi 
realizada em populações homogêneas (ERLICH et al., 2008; NOBLE; VALDES, 
2011). Assim, é importante realizar estudos em populações mistas, como o Brasil, 
com o objetivo de avaliar a relação entre ancestralidade e frequências alélicas (YU 
et al., 2012; TAKEZAWA et al., 2014). 
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Em 2000, Alves-Silva e colaboradores através de um estudo sobre 
ancestralidade, utilizando o DNA mitocondrial da população Brasileira, conseguiu 
identificar que a contribuição genética da população nativa Ameríndia era maior na 
região norte (54%), a impressão genética Africana era maior na região Nordeste 
(44%) e a ancestralidade de origem Europeia foi maior na região sul (66%). A 
região sudeste obteve maior heterogeneidade em sua população sem demonstrar 
predileção em sua origem patriarcal (33% Ameríndios, 34% Africanos e 31% 
Europeus).  
Através de outro estudo Brasileiro (MOURA et al., 2015) com 38 diferentes 
populações do nosso país concluiu-se que a ancestralidade Europeia é a que mais 
contribuiu para a origem genética dos Brasileiros, seguida da ancestralidade 
Africana, e em menor porcentagem a população nativa Ameríndia. A região Sul 
possui o maior percentual de ancestralidade Europeia (77%), enquanto que a 
região do Nordeste possui 58% desta contribuição Europeia.  
Esta maior heterogeneidade reportada para a região Sudeste poderia 
justificar a diferença de frequência do MAF (FERREIRA et al., 2009) com relação 
ao nosso estudo e outros dois estudos Brasileiros realizados na região Sul 
WELTER, M., 2018) e Nordeste (TAVARES et al., 2015). 
Tavares e colaboradores (2015), não reportaram a porcentagem de 
indivíduos euro-brasileiros em seu estudo realizado no Nordeste do Brasil, porém 
foi possível observar resultados muito similares entre as porcentagens do alelo de 
menor frequência G nos pacientes com DM1 (38,0%), tanto no estudo realizado no 
Nordeste como neste presente estudo na região Sul (37,4%). Em ambos não foi 
possível a associação do polimorfismo com o risco maior ao DM1. 
Num estudo nas cinco regiões do Brasil os participantes com DM1 
obtiveram um padrão de ancestralidade genética no qual pôde ser percebida uma 
maior porcentagem de ascendência europeia, seguida por ancestralidade Africana 
e nativa Ameríndia (GOMES et al., 2018); similar com nosso estudo.  
Entre as limitações em nosso estudo relatamos o tamanho amostral 
relativamente pequeno para o ensaio populacional. Uma meta-análise mostrou que 
os estudos maiores (com menor variância) apresentaram resultados mais 
conservativos para a associação do alelo G com DM1, em comparação aos 
estudos menores que utilizaram número amostral menor que 150 indivíduos, os 
quais mostraram estimativas de OR mais proeminentes, e depois de removidos, o 
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OR foi de 1,40 (95% IC: 1,28-1,54). Esta meta-análise afirma que o polimorfismo 
+49A/G é claramente associado ao DM1 em pacientes com início da doença com 
menos de 20 anos de idade (KAVVOURA; IOANNIDIS, 2005). 
Análises de variância (ANOVA) realizadas para este polimorfismo na busca 
de associação dos genótipos com as concentrações séricas de biomarcadores 
clínicos nas amostras em estudo não revelaram nenhuma associação significativa. 
Contudo, o polimorfismo +49A/G pode não ser a verdadeira variante 
associada à doença, mas um marcador no desequilíbrio de ligação com a variante 
causal, e os achados discrepantes podem refletir forças variáveis de desequilíbrio 
de ligação em diferentes populações (LEMOS et al., 2009). 
 
4.3.2 Polimorfismo rs5742909 (-318C/T) do gene CTLA-4 
 
A genotipagem do polimorfismo rs5742909 no gene CTLA-4 foi feita por 
reação de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction Restriction Fragment Length 
Polymorphism Read), onde o fragmento de 247 pb foi digerido com a enzima de 
restrição MSE I. Essa enzima reconhece a sequência nucleotídica TTAA, onde a 
clivagem ocorrerá uma vez no fragmento se o alelo C estiver presente e duas 





FIGURA 8. MAPA DOS FRAGMENTOS DE RESTRIÇÃO E GENÓTIPOS 
OBTIDOS PELA DIGESTÃO COM A ENZIMA MSE I PARA O POLIMORFISMO 
rs5742909. 
 
Mapa de restrição do produto de PCR (247 pb) do gene CTLA-4. A seta indica o sítio de 
restrição para a enzima Mse I. O “X” em preto simula a ausência do sítio de restrição no 
alelo selvagem -138C. Na presença do alelo C, não há o reconhecimento da enzima por 
dois sítios de restrição para que ocorra a clivagem, havendo apenas um sítio de restrição 
gerando os fragmentos com 226 pb e 21 pb. Na presença do alelo T há o reconhecimento 
da enzima por dois sítios de restrição, sendo possível visualizar os fragmentos de 130 pb, 
96 pb e 21 pb. O indivíduo homozigoto dominante CC apresenta dois fragmentos de 226 
pb e 21 pb gerados pela PCR- RFLP; o heterozigoto CT apresenta 4 fragmentos (226 pb, 
130 pb, 96 pb, e 21 pb); e o homozigoto de menor frequência TT apresenta 3 fragmentos 
(130 pb, 96 pb e 21 pb). 
Fonte: O autor (2018). 
 
A genotipagem dos indivíduos foi feita conforme o perfil de restrição, onde 
o homozigoto CC apresenta os fragmentos de 226 pb e 21 pb; o heterozigoto CT 
os fragmentos de 226 pb, 130 pb, 96 pb e 21 pb e o homozigoto TT os fragmentos 








FIGURA 9. PERFIL ELETROFORÉTICO DOS PRODUTOS DE RESTRIÇÃO 
PARA O POLIMORFISMO rs5742909 DO GENE CTLA-4. 
 
Eletroforese em gel de acrilamida 15% (TBE 1X) dos fragmentos de restrição com a enzima Mse I. 
MM: marcador de massa molecular de 25 pares de base (pb); SR: amostra sem corte; Genótipos 
CC (homozigoto), CT (heterozigoto), TT (homozigoto de menor frequência). Ao lado direito do gel a 
massa molecular esperada para os fragmentos de restrição. 
Fonte: O autor (2018). 
 
As frequências genotípicas e alélicas para o polimorfismo -318C/T 
(rs5742909) do gene CTLA-4 nos grupos estudados estão representados na 
Tabela 5. Não houve diferença significativa entre as frequências genotípicas 
(P=0,241) e alélica (P=0,090), sugerindo que o polimorfismo 5742909 do gene 
CTLA-4 não está associado ao DM1 na população Sul-Brasileira.  
A presença do alelo T pode contribuir para o aumento da expressão de 
CTLA-4 e, consequentemente, para a inibição da atividade imunológica excessiva, 
reduzindo assim o risco de doenças autoimunes (WANG, X. B.; KAKOULIDOU, M.; 
et al., 2002). Os homozigotos TT são raros entre as populações. Mesmo no 
genótipo CT, a atividade do promotor pode ser suficiente para produzir maior 
expressão de CTLA-4 e, subsequentemente, maior inibição da atividade das 
células linfocitárias T (BARRETT et al., 2005; GUZMAN et al., 2005). No estudo de 
Wang e colaboradores (2002), o alelo de menor frequência T mostrou-se associado 
a uma atividade promotora aumentada in vitro e in vivo. 
Em 2001, Lee e colaboradores analisaram crianças Chinesas com DM1 e 
seus irmãos saudáveis, onde o alelo de menor frequência Τ foi capaz de neutralizar 
o efeito do alelo C, uma vez que o genótipo C/T também conferiu proteção. Este 
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estudo também sugere que o polimorfismo CT do nucleotídeo -318 poderia ser um 
bom marcador para avaliar a associação do gene CTLA-4 com o DM1. 
 
TABELA 5 - FREQUENCIAS GENOTÍPICAS E ALÉLICAS DO POLIMORFISMO 
rs5742909 DO GENE CTLA-4 NAS AMOSTRAS EM ESTUDO. 
 
Polimorfismo  Controle (n= 150) 
DM1 







134 (89,3 %) 
15 (10,0 %) 
1 (0,6 %) 
135 (94,4 %) 
8 (5,6 %) 
0 (0 %) 
0,241* 
Frequência do Alelo 
[95% IC] T 
5,7 
[3,0 - 8,0] 
2,8 
[1,0 - 5,0] 
0,090* 
 
Dominante CC/CT+TT 134/16 135/8 0,102 
Recessivo CC+TT/TT 149/1 143/0 0,981** 
Valores dos genótipos são n (%); 95% IC: Intervalo de confiança de 95%; P*, 
probabilidade, teste de 2. P**, probabilidade, teste de 2 corrigido por Yates. Frequências 
genotipicas de acordo com o equilíbrio de Hardy-Weinberg (teste de 2) para o 
polimorfismo rs5742909 no grupo controle (P=0,428) e no DM1 (P=0,730).  
Fonte: O autor (2018). 
 
O polimorfismo -318C/T foi significativamente associado ao DM1 em jovens 
Norte Americanos (STECK et al., 2005), mas não conferiu presença de 
autoanticorpos de ilhotas (GAD) em níveis persistentes; sugerindo que este 
polimorfismo seja importante apenas nos estágios finais de desenvolvimento da 
doença. Não confere risco absoluto ao DM1. 
O alelto -318T e genótipo CT/TT foram associados ao risco para o DM1 em 
uma população Tunisiana (BENMANSOUR et al., 2010) e Americana, 
respectivamente. Ainda que não tenha sido verificado a associação do rs5742909 
com DM1 na população Indiana (BANIASADI et al., 2006) e Marroquina (BOUQBIS 
et al., 2003), foi verificado que a frequência de indivíduos com genótipos C/T ou T/T 
foi significativamente maior no grupo de pacientes DM1 quando comparado com o 
grupo controle saudável. Sugere-se que na presença do alelo T nos pacientes DM1 
pode ter atenuado a ação causada pela presença do alelo de risco C. No presente 
estudo, e em concordância com as frequências descritas nas populações Japonesa 
(IHARA et al., 2001), da Estônia (KISAND; UIBO, 2012), Coreana (JUNG et al., 
2009), Argentina (CAPUTO et al., 2007) e Chilena (BALIC et al., 2009) a 




Anjos e colaboradores (2004) verificaram associação polimórfica conjunta 
entre os polimorfismos -318C/T e +6230A/G. Através de um estudo realizado com 
pacientes DM1 na população Canadense, nenhum dos dois polimorfismos mostrou-
se responsável pelo efeito funcional, embora o polimofismo −318C/T tenha 
apresentado um possível mecanismo subjacente na região promotora do gene 
CTLA-4 (ANJOS, S. M.; TESSIER; POLYCHRONAKOS, 2004). Baniasadi e 
colaboradores (2006) observaram uma possível associação entre DM1 e os 
polimorfismos -318C/T e -1661A/G da região promotora do gene CTLA-4 em 
diferentes populações. O forte desequilíbrio de ligação entre os polimorfismos na 
região 2q33 do gene CTLA-4 torna difícil determinar quais alelos ou combinações 
de alelos são diretamente responsáveis pelas associações observadas 
(DOUROUDIS et al., 2009).  
Na população Caucasiana, não foi encontrado uma associação eficiente 
entre o polimorfismo rs5742909 do gene do CTLA-4 e o DM1 (HEWARD et al., 
1998). Seria de esperar uma frequência mais elevada do aleto T do gene CTLA-4, 
pois este está associado a uma atividade promotora mais elevada (WANG, X. B.; 
KAKOULIDOU, M.; et al., 2002). Mas a ausência do genótipo não é de fato 
surpreendente, uma vez que as frequências genotípicas em muitas populações não 
são significativamente diferentes de zero (GONZALEZ-ESCRIBANO et al., 1999).  
A Tabela 6 apresenta a comparação das frequências genotípicas e alélicas 
deste estudo para o polimorfismo rs5742909 do gene CTLA-4 com outras 
populações analisadas na literatura. O alelo de menor frequência T está presente 
em baixa frequência em Norte-Africanos (2%), se comparado com populações 
Europeias (8-10%) (HARBO et al., 1999; BOUQBIS et al., 2003). Em contraste, a 
população Chinesa apresenta as frequências mais altas (18%) do alelo T 
(HEWARD et al., 1998; BOUQBIS et al., 2003). No entanto, o alelo -318T na região 
promotora do gene CTLA-4 não tem demonstrado uma diferença étnica marcante 
(HEWARD et al., 1998). 
A frequência do alelo T nos grupos controle e DM1 foram inferiores às 
descritas para outras populações Européias e Asisáticas, mas similar à descrita 
para a população Brasileira da região Sudeste (GUZMAN et al., 2005; OLIVEIRA et 




TABELA 6 - POLIMORFISMO rs5742909 DO GENE CTLA-4 COM DADOS DA 
LITERATURA. 
 
CTLA-4 rs5742909                                Genótipo (%) Alelo MAF 
 (%) 
Grupo étnico Características N CC CT TT T 

























Marroquinos - norte da África 

































































































Brasileiros – Sudeste 



















Brasileiros – Sudeste 
(OLIVEIRA et al., 2011) 
Saudáveis 217 88,0 11,0 1,0 7,0 
Chineses - Taiwan 

























































Em negrito: dados obtidos neste estudo e as frequências do alelo menos frequente (T) 
que são similares ao Intervalo de Confiança (95%); DM1: Diabetes mellitus tipo 1. MAF: 
alelo de menor frequência. -: dados não disponíveis. (dbSNP, 2018), 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/. 
Fonte: O autor (2018). 
 
Em doenças complexas, uma grande maioria das variantes genéticas 
contribuem para a suscetibilidade de risco ou de proteção de determinada doença. 
Vários alelos contribuem com ações pequenas, mas importantes, no 
desenvolvimento da patologia. Por trata-se de pequenos efeitos genéticos, em 
combinação com fatores ambientais, muitas vezes a localização exata da ação dos 
polimorfismos causais que contribuem para uma resposta autoimune torna-se 
dificultada. Por esta razão, as doenças complexas de natureza multifatorial, 
necessitam de inúmeros estudos para delimitar a influência da heterogeneidade 
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genética com intuito de aumentar a probabilidade de encontrar os verdadeiros 
polimorfismo ligados aos agravos dos sintomas gerados nas diversas patogenias 
(THOMSON et al., 1988; JULIER et al., 1991). 
Devemos considerar que a variante alélica do polimorfismo rs5742909 pode 
não ter um efeito direto na ativação de células linfocitárias T e no desenvolvimento 
de doenças autoimunes (CAPUTO et al., 2007). Em vez disso, o alelo T pode ter 
um efeito funcional não relacionado à doença ou pode estar em forte desequilíbrio 
de ligação com outros alelos causadores da doença tendo assim sua ação 
sobreposta por outros polimorfismos (KISAND; UIBO, 2012). 
Ainda que não possamos descartar a hipótese de que, aumentando a coorte 
amostral do nosso estudo, poderíamos detectar uma associação significativa deste 
polimorfismo -318C/T com o DM1, os achados são consistentes com estudos 
anteriores em que houve falta de associação com vários distúrbios autoimunes, 
incluindo doença autoimune da tireoide (HEWARD et al., 1998), doença de Graves 
(HADJ KACEM et al., 2001; UEDA et al., 2003) e Diabetes mellitus tipo 1 (IHARA et 
al., 2001; BOUQBIS et al., 2003; BANIASADI et al., 2006; CAPUTO et al., 2007; 
BALIC et al., 2009; JUNG et al., 2009; QU et al., 2009; KISAND; UIBO, 2012; 
ALMASI et al., 2015). 
Bouqbis et al. (2003), reforçou a importância de se confirmar essa ausência 
de associação em diferentes populações, a fim de descrever os achados, 
independentemente do resultado genético das amostras analisadas. 
Análises de variância (ANOVA) realizadas para este polimorfismo, na busca 
de associação dos genótipos com as concentrações séricas de biomarcadores 
clínicos nas amostras em estudo não revelaram nenhuma associação significativa. 
 O estudo do rs5742909 do gene CTLA-4, em população adulta Brasileira, 
em prévia definição inicial, não revela associação da frequência alélica e genotípica 





 Os polimorfismos rs231775 e rs5742909 do gene do antígeno 4 associado 
ao linfócito T citotóxico (CTLA-4) não foram associados ao Diabetes mellitus tipo 1 
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Apresentação do Projeto: É um estudo caso-controle para análise de determinadas proteínas 
(sRAGE) com retirada de sangue em sujeitos portadores de diabetes mellitus tipo I (n=100), tipo 11 
(n= 100) e gestacional (n=100), recrutados na Unidade de Diabetes do Serviço de Endocrinologia e 
Metabologia do Hospital de Clínicas (HC) da UFPRSEMPR, além de um grupo controle (n=300) 
composto de voluntários recrutados também no Hospital de Clínicas da UFPR. Para análises de 
dados da história clínica, biométricos dos sujeitos, os pesquisadores terão acesso ao prontuário dos 
sujeitos. As sRAGE encontram-se ligadas a complicações vasculares da diabetes, tendo, portanto, 
grande importância na compreensão da fisiopatologia da diabetes e de seu tratamento.  
 
Objetivo da Pesquisa: O objetivo principal da pesquisa é identificar novos biomarcadores de 
risco/proteção associados à presença e concentração das isoformas solúveis do receptor para 
produtos finais de glicação avançada (sRAGE) em portadores de diabetes mellitus tipo I, " ou 
gestacional. Há o objetivo também de criar um biorepositório.  
 
Avaliação dos Riscos e Benefícios: O projeto detalha de forma clara os riscos e os benefícios da 
pesquisa. Os riscos consistem nos riscos de um exame de sangue padrão (dor, incômodo, 
hematoma). Este exame já é feito de rotina nos pacientes portadores de Diabetes do HC, a amostra 
podendo ser utilizada para a pesquisa mediante o TCLE. Os benefícios são descritos claramente no 
projeto, assim como nos seus dois TCLE (para portadores de diabetes e controles).  
 
Comentários e Considerações sobre a Pesquisa: A pesquisa faz parte de um projeto de 
Doutorado em Farmácia e Bioquímica. Ela apresenta metodologia sólida, conforme descrito na 
análise de mérito criteriosa. Ela faz parte da formação de um biorepositório, nos TCLE está 
explicitado que as amostras poderão ser utilizadas em pesquisas posteriores.  
 
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória: Todos os documentos 
necessários foram apresentados. Os TCLE precisam ser modificados para se adequar a legislação 
sobre biorepositórios.  
 
Recomendações: O item g dos TCLE tem de ser modificado. Como se trata de uma pesquisa que 
cria um biorepositório e não biobanco, todas as novas pesquisas necessitarão de TCLE. O TCLE 
deve ser modificado para se adequar às considerações descritas acima.  
 
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações: Explicar que se trata da criação de um 
biorepositório nos objetivos. O Projeto de pesquisa pode ser aprovado, se este se adequar a 
legislação sobre biorepositórios, com modificações no TCLE. Citar os riscos no TCLE da 
armazenagem do material biológico.  
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ANEXO 2  
 
 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
Nós, Mauren Isfer Anghebem Oliveira e Geraldo Picheth, pesquisadores da Universidade Federal do Paraná, 
estamos convidando você, paciente com diabetes atendido no Serviço de Endocrinologia Diabética do Hospital 
de Clínicas da Universidade Federal do Paraná, a participar de um estudo intitulado “Isoformas solúveis do 
receptor de produtos de glicação avançada (sRAGE) no Diabetes mellitus tipos 1, 2 e gestacional”, que vai 
pesquisar a presença de formas solúveis desse receptor no seu sangue. É através de pesquisas como esta 
que ocorrem os avanços na medicina e sua participação é de fundamental importância.  
 
a)      O objetivo desta pesquisa é procurar novos exames para melhor controlar e monitorar o paciente com 
diabetes e ainda conhecer os fatores que levam o paciente diabético a ter maior ou menor risco para 
complicações vasculares, como o pé diabético, a cegueira e o infarto do coração.  
  
b)       Caso você participe da pesquisa, seus dados pessoais biométricos (como idade, peso, altura) e dados 
sobre resultados de exames (exames de sangue, histórico clínico) serão repassados para os 
pesquisadores pelo seu médico. Além disso, será necessário coletar uma amostra de seu sangue.  
 
c)     O sangue será coletado durante o procedimento de coleta de rotina do serviço da Unidade de 
Endocrinologia Diabética do Hospital de Clínicas da Universidade Federal do Paraná - (Rua General 
Carneiro, 181, Curitiba-PR), após sua consulta médica, sem necessidade de coleta específica para a 
pesquisa.  
 
d)        É possível que você experimente algum desconforto, principalmente relacionado à agulhada da coleta 
de sangue.  
 
e)       Alguns riscos relacionados ao estudo podem ser: dor e aparecimento de pequenos hematomas no local 
da coleta de sangue, que desaparecerão com o tempo.  
 
f)        Os benefícios esperados com essa pesquisa são: 1) melhor conhecimento de doenças que atingem 
muitos indivíduos como o Diabetes mellitus tipos 1, 2 e gestacional, 2) a expectativa do 
desenvolvimento de novos ensaios laboratoriais que permitam um melhor diagnóstico e 
acompanhamento sobre o diabetes, 3) novas associações entre a presença das formas do receptor que 
pretendemos estudar e as complicações do diabetes. No entanto, nem sempre você será diretamente 
beneficiado com o resultado da pesquisa, mas poderá contribuir para o avanço científico.  
 
g)      Caso você autorize, seu sangue será armazenado corretamente e poderá ser utilizado em outras 
pesquisas semelhantes a esta, que buscam aumentar o conhecimento sobre doenças como o diabetes 
e melhorar a qualidade de vida dos pacientes. Toda nova pesquisa a ser feita com o seu material 
armazenado será submetida à apreciação do Comitê de Ética em Pesquisa, e a cada nova pesquisa, o 
sujeito será contatado para consentir novo uso de sua amostra, o qual será formalizado através de um 
TCLE específico.  
 
h)     Sua amostra de sangue será armazenada por até 10 anos, mas poderá ser descartada devido à 
inadequação da amostra por critérios de qualidade. Neste caso, a amostra será colocada em recipientes 
apropriados e será descartada seguindo normas bem definidas, sem causar riscos à saúde de ninguém, 
tampouco ao meio ambiente. 
 
                          
 
 
)         Os pesquisadores responsáveis por este estudo: Mauren Isfer Anghebem Oliveira (mauren.isfer@ufpr.br) 
e Geraldo Picheth (gpicheth@ufpr.br), farmacêuticos, poderão ser contatados de segunda a sexta-feira, 
das 14 às 18h, no Laboratório de Bioquímica Clínica da Universidade Federal do Paraná, sito à Rua 
Lothário Meissner, 632 – Jardim Botânico, Curitiba – PR, ou pelo telefone (41) 3360-4068, para 
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esclarecer eventuais dúvidas que você possa ter e fornecer-lhe as informações que queira, antes, 
durante ou depois de encerrado o estudo.  
 
j)         A sua participação neste estudo é voluntária e se você não quiser mais fazer parte da pesquisa poderá 
desistir a qualquer momento e solicitar que lhe devolvam o termo de consentimento livre e esclarecido 
assinado. A sua recusa não implicará na interrupção de seu atendimento e/ou tratamento no serviço de 
Endocrinologia Diabética, que está assegurado.  
 
l)         As informações relacionadas ao estudo poderão ser conhecidas por pessoas autorizadas, como seu 
médico. No entanto, se qualquer informação for divulgada em relatório ou publicação, isto será feito 
através de códigos, para que a sua identidade seja preservada e seja mantida a confidencialidade.  
 
m)    As despesas necessárias para a realização da pesquisa (exames laboratoriais) não são de sua 
responsabilidade e pela sua participação no estudo você não receberá qualquer valor em dinheiro. Você 
terá a garantia de que problemas como: hematomas e dor no local da punção para coleta do sangue 
decorrentes do estudo serão tratados no próprio serviço de Endocrinologia Diabética do Hospital de 
Clínicas da Universidade Federal do Paraná - (Rua General Carneiro, 181, Curitiba-PR).  
 
n)       Quando os resultados forem publicados, não aparecerá seu nome, e sim um código.  
 
o)        Caso alguma descoberta seja feita referente à pesquisa, você terá o direito de saber ou se recusar a 
saber o resultado.  
 
           Eu, _________________________________________________ li esse termo de consentimento e 
compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei em participar. A explicação que recebi menciona 
os riscos e benefícios. Eu entendi que sou livre para interromper minha participação a qualquer momento sem 
justificar minha decisão e sem que esta decisão afete meu tratamento. Eu entendi o que não posso fazer 
durante a pesquisa e fui informado que serei atendido sem custos para mim se eu apresentar algum problema 
dos relacionados no item “e”. Em relação ao item “o”, eu _______________ (desejo/ não desejo) saber os 




 Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo, e autorizo a coleta, o armazenamento e 
guarda do meu sangue para futuras pesquisas, sabendo que a cada nova pesquisa, serei contatado 







(Assinatura do sujeito de pesquisa ou responsável legal)  
 
___________________________________  
Local e data  
 
___________________________________ 




















ANEXO 3  
 
PLANILHA DE COLETA DE DADOS 
 
Questionário utilizado para coleta de dados dos pacientes com DM1, 







GRÁFICO DE DISCRIMINAÇÃO ALÉLICA  
 
Exemplo de PCR em tempo real - Taqman® - para o polimorfismo de 






A) Discriminação alélica. Em vermelho estão as amostras homozigotas 
dominantes (genótipo AA); em verde, amostras heterozigotas (genótipo AG), e em 
azul as amostras homozigotas de menor frequência (genótipo GG). Em preto, 
controle negativo.  
B) Gráfico de amplificação dos alelos: Genótipo GG (sonda azul).  
C) Gráfico de amplificação dos alelos: Genótipo AG (sonda azul e vermelha).  
D) Gráfico de amplificação dos alelos: Genótipo AA (sonda vermelha). 
